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Abstrakt
Proteiny jsou látky s bohatým využitím. Aby mohly být využívány v průmyslu, jsou často
vzaty ze svého přirozeného prostředí. V cizím prostředí může dojít k narušení struktury
proteinů a tudíž i jejich funkce. Proto je třeba proteiny stabilizovat a jeden ze způsobů,
jak toho dosáhnout, je využití disulfidických můstků. V této práci jsou popsány základní
pojmy související se stabilizací proteinů – proteiny, jejich struktura a síly v nich působící a
základní pojmy z oblasti termodynamiky. Dále je rozveden problém stability proteinů a uve-
deny faktory, které protein stabilizují nebo destabilizují, s důrazem na disulfidické můstky.
Jsou popsány existující nástroje pro návrh disulfidických můstků, datová sada připravená
k testování vlastního nástroje. Dále je popsána implementace nástroje pro stabilizaci pro-
teinů s využitím geometrických vlastností vazby a flexibility míst v proteinu. Nástroj byl
otestován na proteinech s nativními disulfidickými můstky a oproti již existujicícím nástro-
jům, využita byla i metrika FRO (fractional rank order). Nativní disulfidický můstek byl
nalezen v 64 % případů, v 60 % případů je tento nativní můstek v první čtvrtině seřazených
nalezených disulfidických můstků.
Abstract
Proteins are substances with great usage. For industrial usage, proteins are often taken
from their natural enviroment. In foreign environment, it proteins can unfold and their
function can be compromised. This is the reason for stabilization of proteins and one of
ways to stabilization is using disulphide bonds. This work describes basic terms related to
protein stabilization - proteins, their structure and interactions within them, basic terms
from thermodynamics. Problem of protein stability is discussed and the factors which stabi-
lize or destabilize protein are enumerated with the emphasis on disulphide bonds. Existing
approaches to disulphide bonds design, dataset for testing own tool are described. Imple-
mentation of the tool using geometrical properties of the bonds and flexibility of places in
protein is described. The tool was tested on proteins with native disulfide bonds and com-
pared to existing tools, also metrics FRO (fractional rank order) was used. Native disulfide
bond was found in 64 % of cases, in 60 % of cases this native disulfide bond was in the firs
quarter of ordered found disulfide bonds.
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Kapitola 1
Úvod
Proteiny jsou látky s bohatým průmyslovým využitím - ať už ve farmacii, potravinářství
nebo mnoha dalších oblastech. Aby mohly být správně využity, je třeba, aby plnily svou
funkci. Tato funkce závisí na třídimenzionální struktuře proteinů, protein musí mít přesnou
strukturu.
Pro průmyslové využití je protein často vzat z jeho přirozeného prostředí a nasazen
v jiném. V tomto prostředí může být například vyšší teplota, pH a podobně. Působením
těchto faktorů dochází k tzv. denaturaci, to znamená k porušení struktury proteinu, a tu-
díž protein nemůže plnit svou funkci. Proto je důležité hledat způsoby zvyšování stability
proteinů, aby byly vůči destabilizujícím podmínkám odolnější, a tudíž i lépe využitelné.
Jedním ze způsobů, jak zvýšit stabilitu proteinů, je přidání disulfidických můstků. Použití
těchto můstků však nestabilizuje protein ve všech případech. Je třeba správně určit, na
kterém místě mají být přidány, což je jeden ze zajímavých bioinformatických problémů.
Tato práce se zabývá stabilizací proteinů. Cílem bylo navrhnout nástroj, který bude na
základě geometrických vlastností a B-faktoru predikovat pozice stabilizujících disulfidických
můstků.
Nástroj byl otestován na proteinech s nativními disulfidickými můstky a oproti již existu-
jícícím nástrojům, využita byla i metrika FRO (fractional rank order). Nativní disulfidický
můstek byl nalezen v 64 % případů, v 60 % případů je tento nativní můstek v první čtvrtině
seřazených nalezených disulfidických můstků.
Druhá kapitola této práce popisuje základní pojmy související s touto problematikou,
věnuje se proteinům a jejich struktuře, databázi struktur proteinů Protein Data Bank, pro-
blému stability proteinů včetně vysvětlení s tím souvisejících pojmů z termodynamiky a
výčtu faktorů, které přispívají ke stabilizaci nebo destabilizaci proteinů. Třetí kapitola je
výčtem existujících nástrojů a postupů stabilizace proteinů pomocí disulfidických můstků.
Čtvrtá kapitola se poté zabývá návrhem a implementací nástroje, popisuje využití geo-
metrických vlastností vazby k vytvoření disulfidických můstků, jejich filtrování na základě
vzdáleností a kolizí, zahrnutí B-faktoru jako parametru určujícího flexibilitu míst v pro-
teinech. Také je zde popsána vizualizace výsledků pomocí nástroje PyMOL a vytvoření
grafického rozhraní pro jednodušší práci s nástrojem. Dále je popsáno použití nástroje, a
to jak spouštění jednotlivých skriptů, tak práce s grafickým rozhraním. V páté kapitole je
popsáno testování a analyzovány jeho výsledky. Také je popsána datová sada, která bude
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použita pro testování vytvářeného nástroje.
Tato práce navazuje na semestrální projekt na stejné téma. Z tohoto semestrálního
projektu byly převzaty druhá a třetí kapitola věnující se teoretickému vysvětlení základních
pojmů, uvedení do problematiky a stávajícím nástrojům. Dále byla částečně převzata a
přepracována čtvrtá kapitola popisující použitou datovou sadu.
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Kapitola 2
Uvedení do problematiky
2.1 Proteiny
Bílkoviny, odborně nazývané proteiny, jsou podstatou všech živých organizmů. Plní mnoho
funkcí – stavební, katalytickou (enzymy), transportní, pohybovou, zásobní, signální, recep-
torovou a další. Tato funkce je dána strukturou proteinů. Jedná se o makromolekuly, tj.
rozsáhlé molekuly složené z velkého množství opakujících se stavebních jednotek. V případě
proteinů jsou těmito stavebními jednotkami aminokyseliny [13].
Aminokyseliny
Aminokyseliny jsou substituční deriváty karboxylových kyselin – obsahují oproti nim navíc
aminoskupinu. Každá aminokyselina se skládá ze čtyř základních částí – uhlíkové kostry
(C, 𝛼-uhlík), aminoskupiny (NH2), karboxylové skupiny (COOH) a postranního řetězce
(označován R). Schéma aminokyseliny je na obrázku 2.1. První tři části jsou u všech ami-
nokyselin totožné, postranní řetězec se v jednotlivých aminokyselinách liší. Celkem existuje
22 proteinogenních aminokyselin [13].
Obrázek 2.1: Schéma aminokyseliny.
Podle toho jak reagují s vodou, jsou aminokyseliny rozděleny na hydrofilní a hydrofóbní.
Hydrofilní nebo také polární aminokyseliny jsou arginin, lysin, histidin (kladně nabité), ky-
selina asparagová, kyselina glutamová (záporně nabité), asparagin, glutamin, serin, threonin
a thyrosin (bez náboje). Mezi hydrofóbní (nepolární) aminokyseliny patří alanin, glycin, va-
lin, leucin, isoleucin, prolin, fenylalanin, methionin, tryptofan, cystein, selenocystein. Tyto
aminokyseliny se projevují neochotou interakce s vodou, ve vodném prostředí se shlukují
dovnitř proteinu. [11]
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V této práci nás bude zajímat zejména cystein. Cystein je hydrofóbní aminokyselina ob-
sahující ve svém postranním řetězci atom síry, vizte obrázek 2.2. Právě molekuly cysteinu
se podílejí na vytváření disulfidických můstků.
Obrázek 2.2: Cystein.
Struktura proteinů
Jak už bylo výše uvedeno, proteiny se skládají z aminokyselin. To, jak jsou aminokyseliny
uspořádány za sebou, se nazývá primární struktura proteinu. Protein se vytváří tak, že se
aminoskupina jedné aminokyseliny napojí na karboxylovou skupinu druhé a mezi těmito
skupinami vznikne peptidová vazba, přitom se uvolní voda. Takto vznikne řetězec, který
obsahuje na jednom konci aminoskupinu H2N, tento konec se nazývá N-konec. Na dru-
hém konci, C-konci, je karboxylová skupina, COOH. Propojení dvou aminokyselin je na
obrázku 2.3. Dle konvence se primární struktura proteinu čte od N-konce k C-konci [11].
Obrázek 2.3: Spojení dvou aminokyselin.
Atomy tvořící protein neleží všechny v jedné ose. Orientaci atomů v prostoru určují
torzní úhly (tj. úhly mezi rovinami) kolem vazeb v polypeptidu. Orientaci páteře proteinu
definují tři torzní úhly – 𝜑, 𝜓 a 𝜔. Úhel 𝜑 v reziduu i je definovaný jako úhel mezi atomy
𝐶𝑖−1, 𝑁𝑖, 𝐶𝛼𝑖, 𝐶𝑖, kde 𝐶𝛼 je hlavní uhlík a C uhlík karboxylové skupiny. Úhel 𝜓 je defino-
vaný jako úhel mezi atomy 𝑁𝑖, 𝐶𝛼𝑖, 𝐶𝑖, 𝑁𝑖+1 a úhel 𝜔 jako úhel mezi atomy 𝐶𝛼𝑖, 𝐶𝑖, 𝑁𝑖+1,
𝐶𝛼𝑖+1. Tyto úhly jsou znázorněny na obrázku 2.4. Dále definujeme torzní úhly 𝜒, které
udávají orientaci postranních řetězců. Jejich počet se pro jednotlivé aminokyseliny liší [18].
Elementy, které řetězec aminokyselin tvoří, vytváří jeho sekundární strukturu. Mezi
nejběžnější elementy sekundární struktury patří 𝛼-šroubovice (pravotočivá šroubovice) a
𝛽-list (dvě nebo více spojených vláken s paralelním nebo antiparalelním směrem). Dále se
v proteinu může vyskytovat 𝛽-otočka, která otáčí směr 𝛽-vlákna. Mezi 𝛼-šroubovicemi a
𝛽-listy jsou smyčky, které tyto elementy spojují. Elementy jsou dány hodnotami torzních
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Obrázek 2.4: Torzní úhly [18].
úhlů v nich a jsou stabilizovány vodíkovými můstky.
Terciární struktura proteinu znamená celkovou 3D strukturu proteinu, tedy uspořádání
elementů sekundární struktury v prostoru. Tyto elementy jsou navzájem spojeny intra-
molekulárními vazebnými interakcemi. Takto se dostanou blízko k sobě atomy, které jsou
v primární struktuře vzdálené a mohou spolu interagovat. Části řetězce, které vytvoří sta-
bilní třídimenzionální strukturu, se nazývají domény [11]. Na obrázku 2.5 je zobrazena
třídimenzionální struktura proteinu s vyznačením elementů sekundární struktury.
Obrázek 2.5: Třídimenzionální struktura proteinu.
Dále je tu kvartérní struktura, ta u proteinů skládajících se z více řetězců určuje skládání
terciárních struktur pomocí intermolekulárních interakcí (příkladem může být hemoglobin
skládající se ze čtyř podjednotek) [3].
Struktura vyšších stupňů závisí na primární struktuře, tedy pořadí aminokyselin. Struk-
tura proteinů je poté rozhodující pro jejich funkci.
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2.2 Stabilita proteinů
Vybrané pojmy z termodynamiky
Pokud se máme věnovat stabilitě proteinů, je třeba nejdříve uvést některé pojmy z termo-
dynamiky.
Reakční teplo je energie, která se uvolní nebo spotřebuje při provedení chemické reakce
při jejím jednotkovém rozsahu. Výpočet reakčního tepla je problematický, protože se nejedná
o stavovou veličinu. Z tohoto důvodu se zavádí nová veličina, nazvaná entalpie. Entalpie se
značí H a vypočte se jako:
𝐻 = 𝑈 + 𝑝𝑉
kde U je vnitřní energie systému, p jeho tlak a V objem. Protože veličiny, z nichž je vypoč-
tena, jsou stavové, je i entalpie stavovou veličinou. Za izobarických podmínek (konstantní
tlak) se změna reakčního tepla rovná právě změně entalpie, tedy:
∆𝑄𝑝 = ∆𝐻𝑝
kde ∆𝑄𝑝 je změna reakčního tepla a ∆𝐻𝑝 změna entalpie. [3].
Další termodynamická veličina se nazývá entropie a značí se S. Jedná se o míru obsazení
dostupných energetických stavů nebo také míru tepelných efektů u reverzibilních dějů (děj,
u nějž lze malou změnou podmínek jeho směr obrátit).
Rozlišujeme samovolné a nesamovolné děje. Samovolné děje probíhají samovolně bez
vnějšího zásahu. Jako kritérium, jestli děj bude samovolný, se používá právě entropie. Po-
kud v adiabaticky izolované soustavě (nedochází k výměně energie mezi soustavou a oko-
lím) probíhá děj, který je samovolný, entropie soustavy roste, tedy ∆𝑆 > 0. V adiabaticky
izolované soustavě roste entropie tak dlouho, dokud se soustava nedostane do rovnováhy.
V rovnováze pak mohou probíhat jen reverzibilní děje a entropie je maximální. Potom platí
∆𝑆 = 0. Pokud platí ∆𝑆 < 0, znamená to, že děj nebude probíhat samovolně [3].
Děj je samovolný, pokud bude probíhat ze stavu méně pravděpodobného do stavu více
pravděpodobného. Mezi pravděpodobností a entropií existuje vztah:
𝑆 = 𝑘 · 𝑙𝑛𝑃
kde k je Boltzmanova konstanta a P je pravděpodobnost. Samovolné děje lze tedy charak-
terizovat nejenom zvýšením entropie, ale i zvýšením neuspořádanosti soustavy vzhledem
k výchozímu stavu. Entropie se proto také může definovat jako míra neuspořádanosti. Čím
má stav větší míru neuspořádanosti (entropii), tím je jeho pravděpodobnost vyšší [3].
Entropie však funguje jako kritérium samovolnosti děje pouze pro děje adiabatické.
Většinou však děje adiabatické nejsou. Pro jiné podmínky je třeba zvolit jiné kritérium.
Pro případ izotermicko-izobarických podmínek (konstantní teplota a tlak) byla zavedena
funkce s názvem Gibbsova energie. Tato energie se značí G a je definována:
𝐺 = 𝐻 − 𝑇𝑆
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kde H je entalpie, T je termodynamická teplota a S entropie. Jelikož entropie, entalpie i
termodynamická teplota jsou stavové veličiny, je i Gibbsova energie stavovou veličinou.
Často se také používá úbytek Gibbsovy energie:
∆𝐺 = ∆𝐻 − 𝑇∆𝑆
Úbytek Gibbsovy energie se za izobaricko-izotermických podmínek rovná maximální práci,
kterou může systém odevzdat do okolí. Podle toho, jestli je tento úbytek kladný nebo zá-
porný (tedy jestli Gibbsova energie klesla nebo vzrostla) můžeme určit, jestli je probíhající
děj samovolný. Pokud je úbytek záporný, jedná se o samovolný děj. Pokud je kladný, děj
samovolný není. V případě nulového úbytku Gibbsovy energie bude děj v rovnováze [3].
Protože je úbytek Gibbsovy energie závislý na úbytku entropie a entalpie, podílí se
hodnota jejich znaménka na tom, jestli děj je samovolný. Rozlišujeme čtyři případy:
∙ ∆𝐻 > 0,∆𝑆 > 0: při vysoké teplotě je děj samovolný,
∙ ∆𝐻 > 0,∆𝑆 < 0: ∆𝐺 je vždy kladné, děj nesamovolný při všech teplotách,
∙ ∆𝐻 < 0,∆𝑆 > 0: ∆𝐺 je vždy záporné, děj je samovolný při všech teplotách,
∙ ∆𝐻 < 0,∆𝑆 < 0: děj je samovolný při nízké teplotě.
Stabilita proteinů
Po vzniku proteinu dochází k jeho složení, což znamená, že jeho primární struktura zaujme
stabilní prostorové uspořádání neboli konformaci. Tato konformace je poté rozhodující pro
správnou funkci proteinu. Protein, který zaujme správnou konformaci, se nachází v nativ-
ním stavu. Existuje spousta různých konformací, do kterých se protein může sbalit. Nativní
stav proteinu je ta konformace, která je energeticky ze všech nejstabilnější.
Pokud izolujeme protein v aktivním stavu z přirozeného zdroje, je právě v nativním
stavu. Pokud protein ztratí svou strukturu, rozbalí se, přestane být aktivní. Tento proces
se nazývá denaturace a rozbalený protein je v denaturovaném stavu.
Sbalování proteinu je ovlivněno různými nekovalentními interakcemi, ať už s vodou
nebo v rámci proteinu. Hlavní síly podporující sbalení proteinu do nativního stavu jsou
hydrofóbní interakce a vodíkové můstky. Naopak proti sbalení proteinu působí konformační
entropie. Energie každé z těchto interakcí je malá, ale v proteinu působí těchto interakcí
hodně. Celková hodnota energií těchto interakcí je tedy velká. Stabilita proteinu, což je
rozdíl ∆𝐺 mezi denaturovaným a nativním stavem, je oproti tomu poměrně malá, typicky
5 – 10 kcal/mol [11].
Změna Gibbsovy energie je označována jako konformační stabilita proteinu. Jak bylo
uvedeno v předchozí kapitole, změna Gibbsovy energie závisí na změně entropie a změně
entalpie. Změna entalpie přispívá ke sbalování, zatímco entropie k uvolňování. Pokud je
protein rozbalený, je hodnota přírůstku entalpie malá a záporná a hodnota změny entropie
velká a kladná. V případě sbaleného proteinu je hodnota změny entalpie velká a záporná
a hodnota změny entropie malá a kladná. Entropie je větší u denaturovaného stavu z toho
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důvodu, že existuje více možných konformací proteinu, a to znamená vyšší míru neuspořá-
danosti.
Přírůstek Gibbsovy energie při sbalování proteinu, 𝐺𝑓𝑜𝑙𝑑𝑖𝑛𝑔 se vypočte jako rozdíl změny
Gibbsovy energie ve sbaleném a rozbaleném stavu proteinu, tedy:
∆𝐺𝑓𝑜𝑙𝑑𝑖𝑛𝑔 = 𝐺𝑓𝑜𝑙𝑑𝑒𝑑 −𝐺𝑢𝑛𝑓𝑜𝑙𝑑𝑒𝑑 = (𝐻𝑓𝑜𝑙𝑑𝑒𝑑 −𝐻𝑢𝑛𝑓𝑜𝑙𝑑𝑒𝑑)− 𝑇 (𝑆𝑓𝑜𝑙𝑑𝑒𝑑 − 𝑆𝑢𝑛𝑓𝑜𝑙𝑑𝑒𝑑)
∆𝐺𝑓𝑜𝑙𝑑𝑖𝑛𝑔 = 𝐻𝑓𝑜𝑙𝑔𝑖𝑛𝑔 − 𝑇𝑆𝑓𝑜𝑙𝑑𝑖𝑛𝑔
𝑆𝑓𝑜𝑙𝑑𝑖𝑛𝑔 je záporné, tudíž −𝑇𝑆𝑓𝑜𝑙𝑑𝑖𝑛𝑔 je kladné. 𝐻𝑓𝑜𝑙𝑑𝑖𝑛𝑔 je záporné. Rozdíl přírůstku Gibb-
sovy energie je záporný a to znamená, že preferovaný stav je sbalený (nativní).
Nativní stav může být narušován různými faktory, například přidáním elektrolytu, pří-
tomností organického rozpouštědla (ethanol), zahřátím, změnou pH, porušením vodíkových
můstků (např. močovinou). Denaturace nevyžaduje úplné rozbalení proteinu, protein stále
může být sbalený, ale v náhodné konformaci. Aby byl protein méně náchylný k denaturu-
jícím faktorům, je třeba zajistit jeho vyšší stabilitu, což je možné s využitím proteinového
inženýrství [11].
Kromě výše popsané termodynamické stability existuje ještě stabilita kinetická. Tato
stabilita je míra, jak rychle se protein rozbaluje, což znamená míra, jak protein odolává
nevratné inaktivaci. Často bývá tato stabilita vyjadřována jako poločas proteinu (𝑡1/2). Dá
se říct, že jde o tzv. dlouhodobou stabilitu. Kineticky stabilní protein se rozbaluje pomaleji
než kineticky nestabilní. V kineticky stabilním proteinu je třeba pro rozbalení vyšší bariéra
volné energie (Ea). Faktory ovlivňujícími stabilitu jsou volná energie sbaleného proteinu
(𝐺𝐹 ) a přechodného stavu (𝐺𝑇𝑆). Protein může být nevratně denaturován, jestliže jeho
nesbalená forma podstoupí rychlou permanentní změnu, jako je například agregace nebo
proteolytická degradace [2].
Protein se seskupuje do nejméně termodynamicky nepříznivé interakce mezi rozpouště-
dlem a hydrofóbními rezidui. To znamená, že rozdíl mezi volnou energií sbaleného a nesba-
leného stavu není důležitý, ovlivňuje pouze ekvilibrium. Důležitý je ve skutečnosti rozdíl
mezi volnou energií sbaleného a přechodného stavu (Ea), protože velikost tohoto rozdílu
určuje rychlost rozbalování a inaktivace proteinu [2].
Síly působící v proteinech
Na vytváření struktury proteinů se podílejí síly, které v těchto proteinech mezi jejich atomy
působí.
Aminokyseliny vytvářející primární strukturu jsou spojeny kovalentní vazbou, která je
založená na sdílení elektronového páru dvěma atomy, dojte tímto k zaplnění valenční vrstvy
elektronového obalu atomů. Kovalentní (peptidová) vazba je na obrázku 2.6.
Další síla působící v proteinech se nazývá vodíková vazba (také vodíkový můstek). Tato
vazba je slabší než kovalentní a podílí se na utváření sekundární struktury proteinů. Tato
vazba vzniká v případě, kdy je atom vodíku vázán na atom s vysokou elektronegativi-
tou (fluor, kyslík, dusík) obsahující volný elektronový pár. Atom s vyšší elektronegativitou
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Obrázek 2.6: Peptidová vazba.
k sobě částečně přitahuje elektrony chemické vazby, a proto se na něm vytváří částečný
záporný náboj, zatímco na atomu vodíku částečný kladný náboj. Vzniká dipól, ke kterému
jsou přitahovány sousední atomy ze sousedních molekul. Vodíkové můstky se podílí napří-
klad na stabilizaci sekundární struktury proteinů [3]. Vodíkový můstek je na obrázku 2.7.
Obrázek 2.7: Vodíková vazba.
Van der Waalsovy síly patří mezi slabé interakce působící mezi molekulami. Tyto in-
terakce vznikají na základě vzájemného působení dipólů (tvořených dvěma náboji stejné
velikosti, ale opačné polarity), jde o přitahování nebo odpuzování nabitých konců dipólů [3].
Na obrázku 2.8 je znázornění Van der Waalsových sil.
Disulfidické vazby jsou síly podílející se na stabilizaci proteinů. Jedná se o kovalentní
vazbu mezi atomy síry z -SH skupiny dvou cysteinů. Vznikají oxidací thiolů, RSH. V pro-
teinech se jedná o konfiguraci šesti atomů 𝐶𝛼, 𝐶𝛽, 𝑆𝛾 , 𝑆𝛾 ′, 𝐶𝛽 ′, 𝐶𝛼′ spojující dvě cysteinová
rezidua. Na obrázku 2.9 je znázorněna disulfidická vazba. Na obrázku 2.10 je třídimenzio-
nální model propojení dvou dipeptidů (vzniklých spojením glycinu a cysteinu peptidovou
vazbou) disulfidickou vazbou. Světle modrou barvou jsou znázorněny uhlíky, tmavě modrou
dusíky, červenou kyslíky, bílou vodíky a žlutou síra a disulfidická vazba.
Disulfidické vazby se vyznačují určitou geometrií. Vazebné úhly 𝐶𝛼, 𝐶𝛽, 𝑆𝛾 a 𝐶𝛽, 𝑆𝛾𝑖,
𝑆𝛾
′
𝑖 mají hodnoty blízké 114∘ a 105∘. Dále jsou tu definovány torzní úhly 𝜒1: 𝑁 , 𝐶𝛼, 𝐶𝛽,
𝑆𝛾𝑖, 𝜒2: 𝐶𝛼, 𝐶𝛽, 𝑆𝛾 , 𝑆′𝛾 , 𝜒3: 𝐶𝛽, 𝑆𝛾 , 𝑆′𝛾 , 𝐶 ′𝛽 [10].
Mezi další interakce patří například stérické odpuzování elektronů, dipólové interakce a
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Obrázek 2.8: Van der Waalsovy síly.
Obrázek 2.9: Disulfidická vazba.
iontové interakce. Na obrázku 2.11 je znázorněna iontová vazba.
Vliv hydrofóbních interakcí na stabilitu
Hydrofóbní (nepolární) rezidua preferují interakce se sebou navzájem před interakcí s vodou.
Aby byly co nejméně v kontaktu s vodou, sbalují se hydrofóbní rezidua dovnitř proteinu.
Tímto způsobem interakce mezi hydrofóbními rezidui stabilizují protein.
Vliv hydrofóbních interakcí byl zkoumán na základě hodnoty ∆(∆𝐺), tedy rozdílu dvou
hodnot ∆𝐺. První byla měřena u přirozeného proteinu, pak z něj byla odebrána hydrofóbní
skupina a byla nalezena druhá hodnota. Velikost tohoto rozdílu nám pak říká, jak moc
velký vliv mají tyto interakce na stabilitu. Za tímto účelem bylo zkoumáno 138 hydrofób-
ních variant z 11 proteinů. Vždy byl větší postranní řetězec vyměněn za menší. Jako nejlepší
varianta se ukázala mutace isoleucinu na valin, kde stačilo odebrat jednu −𝐶𝐻2− skupinu.
Dále byly prováděny mutace isoleucinu na alanin, valinu na alanin a leucinu na alanin.
Ukázalo se, že čím je větší rozdíl v hydrofóbicitě mezi přirozeným a upraveným proteinem,
tím je změna stability zřetelnější.
Dále bylo zjištěno, že čím větší dutina zůstane v upraveném proteinu, tím je větší hod-
nota ∆(∆𝐺). To bylo vysvětleno tím, že v případě větší dutiny dochází k většímu úbytku
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Obrázek 2.10: 3D model disulfidické vazby.
Obrázek 2.11: Iontová vazba.
van der Waalsových interakcí. Tím bylo zjištěno, že van der Waalsovy interakce mají v pří-
padě sbalování hydrofóbních skupin dovnitř na stabilizaci proteinu velký vliv.
Hodnota ∆(∆𝐺) v případě hydrofóbních interakcí je tedy ovlivněna dvěma faktory: jed-
nak velikostí změny hydrofóbicity a potom velikostí úbytku van der Waalsových sil. Celkově
bylo zjištěno, že hydrofóbní interakce mají na stabilitu proteinů velký vliv. [14]
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Vliv vodíkových můstků na stabilitu
Další z faktorů, který má vliv na stabilitu proteinů, jsou vodíkové můstky, které se podílí
na vytváření sekundární struktury proteinů.
Při sbalování proteinů je sbaleno dovnitř 70% peptidových skupin a 65% polárních po-
stranních řetězců. Sbalování těchto polárních řetězců dovnitř je komplikovanější než u ne-
polárních, protože tu působí více různých sil – coulombické interakce a právě vodíkové
můstky. Byly vyzkoušeny různé přístupy, jak určit vliv vodíkových můstků na stabilitu
proteinu. V prvním případě byly použity cykly dvojitých mutantů. Bylo zjištěno, že od-
had vlivu na stabilitu s použitím cyklů dvojitých mutantů je stejný jako odhad dosažený
odebráním postranních řetězců podílejících se na vodíkovém můstku. V druhém přístupu
je odhad vlivu na stabilitu založen na porovnání hodnoty ∆(∆𝐺) pro stejnou mutaci, na-
příklad serinu na alanin, kde -OH skupina v serinu buď je, nebo není vázaná vodíkovým
můstkem.
Pomocí druhého přístupu bylo zjištěno, že příspěvek vodíkových můstků ke stabilitě
proteinů je významný a rovněž, že -OH skupiny mohou ke stabilititě přispívat i v případě,
že nejsou vázány vodíkovými můstky. Ovšem v případě vodíkové vazby je tento vliv na
stabilitu větší. Vodíkové můstky zvyšují hustotu sbalení vnitřku proteinu.
Dále byl zkoumán příspěvek vodíkových můstků v peptidových skupinách ke stabilitě.
Ukázalo se, že jejich vliv je podobný jako vliv vodíkových můstků v -OH skupinách. Také
se ukázalo, že vodíkové můstky v 𝛼-šroubovicích jsou silnější než v 𝛽-listech. Protože je
vodíkových můstků mezi peptidovými skupinami více než mezi postranními řetězci, je i
příspěvek těchto můstků ke stabilitě proteinů větší.
Také bylo na základě experimentů zjištěno, že příspěvek vodíkových můstků ke stabilitě
je závislý na kontextu. Vliv každého vodíkového můstku na stabilitu proteinu závisí na jeho
geometrii. Stejně tak je důležité okolí vodíkového můstku [14].
Vliv disulfidických můstků na stabilitu
Čím větší je počet nesbalených konformací proteinu, tím větší je cena entropie za složení do
jednoho konkrétního nativního stavu. Redukce počtu konformací tedy zvyšuje stabilitu na-
tivního stavu proteinu. Jeden ze způsobů, jak snížit počet nesbalených konformací, je dodání
nových disulfidických můstků na základě znalosti terciární struktury sbaleného proteinu [5].
Disulfidické můstky hrají při stabilizaci proteinů významnou roli. Jejich vliv na stabi-
litu můžeme odhadovat pomocí následující rovnice: ∆𝑆 = −2, 1− 32𝑅𝑙𝑛(𝑛), kde n je počet
reziduí ve smyčce vytvořené disulfidickým můstkem a R je plynová konstanta. Podle této
rovnice vzroste stabilita proteinu o 3, 4 a 5 kcal/mol při smyčkách o 15, 45 a 135 reziduích.
V případě některých proteinů jsou disulfidické můstky pro stabilitu proteinu nepostrada-
telné a při jejich porušení se protein rozbaluje. Naopak zase přidáním nových disulfidických
můstků (což znamená mutaci jiných reziduí na cysteiny, které v sobě obsahují atom síry)
je možné v určitých případech stabilitu zvýšit [14].
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Přestože by se zdálo, že pro zvýšení stability proteinů stačí přidat další disulfidické
můstky, není to tak jednoduché. Ne ve všech případech přidaných disulfidických můstků
stabilita proteinu roste, někdy může být protein i méně stabilní. Kdy jsou disulfidické
můstky stabilizující a kdy destabilizující, záleží na více faktorech [10].
Jedním z těchto faktorů jsou geometrické vlastnosti disulfidického můstku. Na tom, jak
bude můstek stabilizovat protein, se podílí vzdálenost cysteinů od sebe a geometrie vazby
jako takové, torzní úhly a podobně. Také záleží na velikosti smyčky vytvořené disulfidic-
kým můstkem. Také je třeba brát v potaz kinetickou stabilitu, rychlost, jakou se protein
rozbaluje. Pokud se díky disulfidickým můstkům zabrání rozbalování v jeho brzkých fázích,
budou mít na kinetickou stabilitu vyšší vliv. Bylo zjištěno, že dodání disulfidických můstků
do regionů proteinu, které se rozbalují nejdříve, přispívá k jeho stabilizaci, zatímco dodání
můstků do později se rozbalujících regionů protein naopak destabilizuje [10].
Dále záleží také na flexibilitě. Disulfidické můstky přidané do regionu s vyšší flexibilitou
přispívají ke stabilizaci proteinu mnohem pravděpodobněji než v regionech s nižší flexibili-
tou. O flexibilitě rozhoduje B faktor (také nazývaný teplotní faktor nebo Debye-Wallerův
faktor). Nízký B faktor atomů znamená nízkou flexibilitu, vysoký vysokou [10].
Další vlivy na stabilitu proteinů
Pokud jsou v proteinu opačně nabité skupiny od sebe vzdáleny méně než 5 Å, bývají označo-
vány jako iontové páry nebo také solné můstky. Solné můstky na povrchu proteinu přispívají
ke stabilizaci proteinů jen velmi málo, vliv solných můstků uvnitř proteinu je čtyřnásobně
větší. Počet solných můstků uvnitř proteinu je však malý a tak celkově nemají solné můstky
na stabilitu příliš velký vliv [14].
Náboje na povrchu proteinu jsou uspořádány tak, že blízko neutrálního pH je více při-
tažlivých sil než odpudivých. Následkem toho pak tyto elektrostatické interakce přispívají
ke stabilitě proteinu. Nedávno se také zjistilo, že stabilitu lze zvýšit provedením mutací
na opačný náboj na povrchu proteinu a tím podpoření elektrostatických interakcí. Ovšem
celkově není příspěvek těchto interakcí mezi náboji ke stabilitě nijak významný [14].
Když se protein sbaluje, hodně vodíkových můstků mezi proteinem a vodou musí být
porušeno. Proto bylo navrženo, že zvýšení konfigurační entropie vody může vést ke zvýšení
stability proteinu [14].
Destabilizace proteinu
Hlavní síla působící proti stabilitě proteinů je konformační entropie. Rotace kolem vazeb
proteinu je v denaturovaném stavu mnohem volnější než v nativním, a to podporuje entropii
přispívající k destabilizaci. Malý vliv na destabilizaci má také sbalování polárních skupin,
které nejsou vázány vodíkovými vazbami, dovnitř proteinu. Dále protein destabilizuje sba-
lování nábojů dovnitř proteinu [14].
Další vliv na destabilizaci proteinu má reziduum glycin. Glycin má vyšší konformační
rozmanitost než ostatní aminokyseliny. V určité pozici v proteinu může mít glycin většinou
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jen jednu konformaci ve sbalené struktuře proteinu, ale může mít více různých konformací
ve více různých rozbalených strukturách proteinu, a proto přispívá k různorodosti rozbale-
ných konformací [5].
Srovnání vlivu jednotlivých interakcí na stabilitu proteinu
Jednotlivé výše popsané interakce mají různý vliv na stabilitu proteinů. Vyčíslení příspěvků
ke stabilitě je uvedeno v [14].
V případě hydrofobních interakcí je příspěvek ke stabilitě 1,1 kcal/mol za každou 𝐶𝐻2
skupinu. Vodíkové můstky přispívají ke stabilitě 1,1 kcal/mol. V případě disulfidických
můstků vychází velikost příspěvku ke stabilitě z velikosti smyčky vytvořené díky disulfidic-
kému můstku. Určuje se podle vzorce 2, 1− 32𝑅𝑙𝑛(𝑛), například v případě smyčky o délce 15
reziduí je to 3 kcal/mol, v případě smyčky o délce 45 reziduí 4 kcal/mol a v případě smyčky
o velikosti 135 reziduí 5 kcal/mol. Solné můstky přispívají ke stabilitě méně než 1 kcal/mol.
Pouze v případě solných můstků uvnitř proteinu je tento příspěvek vyšší, ale vzhledem
k tomu, že uvnitř proteinu mnoho solných můstků není, je tento příspěvek zanedbatelný.
Toto srovnání je shrnuto v tabulce 2.1
Interakce Příspěvek ke stabilitě
Hydrofóbní interakce 1,1 kcal/mol za 𝐶𝐻2 skupinu
Vodíkové můstky 1,1 kcal/mol
Disulfidické můstky 3 – 5 kcal/mol
Solné můstky méně než 1 kcal/mol
Tabulka 2.1: Srovnání vlivu interakcí na stabilitu proteinů
2.3 Protein Data Bank
Protein Data Bank (PDB) je databáze struktur proteinů. Informace o 3D struktuře proteinů
jsou získány experimentálně technikami rentgenové strukturní analýzy a spektroskopie nuk-
leární magnetické resonance.
PDB uchovává souřadnice atomů v proteinu a informace o parciálních vazebných spo-
jeních. Datové záznamy navíc obsahují další informace, např. druh, ze kterého byl protein
získán, rozlišení dat, odkazy na literaturu, sekundární struktury. Databáze PDB je široce
využívána pro účely strukturální analýzy z různých aspektů, jako napřiklad kontakty mezi
atomy a rezidui, shluky aminokyselin, vlastnosti aminokyselin. Informace o sekvenci zahr-
nují informace o počtu aminokyselinových reziduí, informace o řetězcích, sekvenci aminoky-
selin pro každý řetězec včetně jeho sekundární struktury a o počtu a procentuálním pokrytí
sekundárních elementů [11].
Struktura proteinů uložených v PDB může být zobrazená graficky nebo textově v růz-
ných formátech včetně FASTA a PDB formátu. Textová reprezentace proteinů může být
buď zobrazená nebo ji lze stáhnout.
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Formát PDB souboru
PDB soubor obsahuje informace o struktuře proteinů – souřadnice atomů, sekvenci amino-
kyselin a další informace. Každý řádek v souboru obsahuje 80 znaků, posledním znakem je
znak konce řádku a začíná klíčovým slovem o maximálně šesti znacích. Klíčová slova určují
typ záznamu na řádku, každý řádek má podle typu záznamu potom určitou strukturu.
Některý typ záznamů je obsažen pouze jednou na jednom řádku, jiné jsou rozdělené
mezi více řádků (na začátku každého řádku musí být opět klíčové slovo), další záznamy
(například souřadnice atomů) jsou obsaženy vícekrát.
Jednotlivé typy záznamů jsou v souboru ve stanoveném pořadí s tím, že některé jsou
povinné a jiné volitelné. Klíčová slova určující typ záznamu jsou uvedena v tabulce 2.2 [1].
Klíčové slovo Význam
HEADER hlavička souboru obsahující identifikační PDB kód, klasifi-
kaci molekuly a datum získání
TITLE název experimentu nebo analýzy reprezentované daným zá-
znamem
COMPND molekuly, ze kterých se protein skládá
SOURCE biologický nebo chemický zdroj proteinu
KEYWDS klíčová slova související s proteinem
REMARK odkaz na literaturu, informace o rozlišení, metoda získání
proteinu, odkazy do PDB a další informace
SEQRES sekvence aminokyselin tvořících protein zadaných pomocí
třípísmenných kódů
HELIX, SHEET, TURN informace o oblastech sekundární struktury
SSBOND informace o existujícím disulfidickém můstku
ATOM souřadnice jednotlivých atomů a další informace o nich
CONNECT spojení mezi atomy
END označení konce souboru
Tabulka 2.2: Klíčová slova v pdb souboru.
Z těchto záznamů budou dále blíže vysvětleny ty, které jsou pro tuto práci relevantní.
Záznam typu SSBOND popisuje disulfidické můstky a proto bude pro tuto práci vý-
znamný. Struktura tohoto záznamu je uvedena v tabulce 2.3.
Záznam potom může vypadat například takto:
SSBOND 1 CYS A 14 CYS A 17 1555 1555 2.05
Zde se jedná o disulfidický můstek mezi dvěma cysteiny, jejichž pořadí v rámci proteinu
jsou 14. a 17. Symetrické operátory reziduí jsou 1555 a 1555. Délka vezby je 2,06 Å.
Další typ záznamu, který je pro tuto práci relevantní je záznam o atomu včetně jeho
souřadnic. Tento záznam s informacemi o jednotlivých atomech typu ATOM má strukturu
uvedenou v tabulce 2.4.
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Počáteční
sloupec
Koncový
sloupec
Význam
1 6 název záznamu (SSBOND)
8 10 sériové číslo
12 14 název prvního rezidua
16 16 identifikátor prvního řetězce
18 21 sekvenční číslo prvního rezidua
22 22 kód vložení
26 28 název druhého rezidua
30 30 identifikátor druhého řetězce
32 35 sekvenční číslo druhého rezidua
36 36 kód vložení
60 65 symetrický operátor pro první reziduum
67 72 symetrický operátor pro druhé reziduum
74 78 délka vazby
Tabulka 2.3: Záznam typu SSBOND.
Počáteční
sloupec
Koncový
sloupec
Význam
1 6 název záznamu (ATOM)
7 11 sériové číslo atomu
13 16 název atomu
17 17 identifikátor alternativního umístění
18 20 název rezidua, ve kterém je atom obsažen
22 22 identifikátor řetězce, ve kterém je atom
obsažen
23 26 sekvenční číslo rezidua
27 27 kód pro vložení rezidua
31 38 X souřadnice atomu v Angstromech
39 46 Y souřadnice atomu v Angstromech
47 54 Z souřadnice atomu v Angstromech
55 60 obsazenost
61 66 teplotní faktor
77 78 symbol elementu
79 80 náboj atomu
Tabulka 2.4: Záznam typu ATOM.
Záznam o atomu vypadá například takto:
ATOM 2 CA MET A 1 19.791 50.519 58.057 1.00 21.80 C
Jedná se o alfa uhlík s pořadovým číslem 2, který je součástí metioninu, který je prvním
reziduem proteinu. Souřadnice atomu jsou 50,057, 50,519, 58,057. Obsazenost je 1, teplotní
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faktor 21,8. Jelikož se jedná o uhlík, symbol elementu je C.
19
Kapitola 3
Existující nástroje a postupy
Jelikož přidání disulfidických můstků přispívá významným způsobem je stabilizaci proteinů,
byla vytvořena řada nástrojů, jejichž cílem je vyhledávat místa v proteinu, kde je vhodné
přidat disulfidický můstek vedoucí ke stabilitě. Tyto nástroje využívají k tomuto cíli různé
přístupy, například geometrické vlastnosti vazeb v proteinech, flexibilní místa proteinů nebo
genetický algoritmus. Následuje přehled těchto nástrojů a přístupů.
3.1 SSBond
SSBond je online in offline dostupný nástroj ke stabilizaci proteinů pomocí disulfidických
můstků z roku 1988, využívající k nalezení vhodných míst pro můstky jejich geometrických
vlastností. Vychází ze známých pozic dusíku, 𝛼-uhlíku a uhlíku ze skupiny COOH a na
jejich základě jsou pak generovány pozice 𝛽-uhlíku a síry a tímto způsobem je vytvořen
potenciální disulfidický můstek. Výběr potenciálních míst pro disulfidický můstek je prová-
děn na základě vzdálenosti 𝛽-uhlíků. V případě více různých konformací je pak mezi nimi
rozhodováno na základě ohodnocení podle kvality [12].
Popis algoritmu
Na začátku programu je přečten vstupní soubor se souřadnicemi atomů proteinu. Data
mohou být ve formátu PDB nebo BIOMOL. Jsou vybírána pouze rezidua, u kterých jsou
známé souřadnice atomů dusíku, 𝛼-uhlíku a uhlíku ze skupiny COOH a tyto souřadnice
jsou poté uloženy. Pokud jsou známé i souřednice 𝛽-uhlíku, uloží se taktéž. Poté jsou ana-
lyzovány konformace již existujících disulfidických můstků.
Následuje generování pozic atomů 𝛽-uhlíku a síry na základě geometrických vlastností
disulfidických můstků. Pokud byly předtím zjištěny pozice 𝛽-uhlíků, je vypočten jejich rozdíl
od vypočtených pozic a kvadratický průměr těchto rozdílů. Poté jsou na základě vzdále-
ností a torzních úhlů vybírány vhodné konformace. Nakonec je vypočtena energie nalezené
konformace [12].
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Generování pozic 𝛽-uhlíků
Pozice atomů uhlíku jsou generovány na základě stereochemie. Na obrázku 3.1 je znázorněno
okolí 𝛼-uhlíku s tím, že délky vazeb jsou normalizovány na 1 Å. Vektor 𝑣3 je vektor z N
do C (C je uhlík z COOH) procházející 𝐶𝛼, který je kolmý k rovině 𝐻𝐶𝛼𝐶𝛽. Vektor 𝑣1 je
vektor z 𝐶𝛼 do C, vektor 𝑣2 z 𝐶𝛼 do N a 𝑣4 = −(𝑣1 + 𝑣2). Vektor 𝑣4 leží v rovině 𝐻𝐶𝛼𝐶𝛽.
Na základě toho lze vypočítat pozici 𝛽-uhlíku jako:
𝑥𝐶𝛽 = 𝑥𝐶𝛼 + 𝑑𝑐𝑐 × [𝑅]× 𝑣4
kde 𝑑𝑐𝑐 je délka vazby mezi 𝐶𝛼 a 𝐶𝛽 a [R] rotační matice specifikující rotaci okolo vektoru
𝑣3. Pro nalezení optimálních hodnot byla zanalyzována databáze vytvořená k tomuto ná-
stroji na základě dat z PDB a byla použita vzdálenost obou uhlíků 1,532 Åa rotační úhel
53,2∘ [12].
Obrázek 3.1: Stereochemie v okolí 𝛼-uhlíku [12].
Generování pozic atomů síry
Pozice atomu síry může být určena na základě hodnoty torzního úhlu 𝜒1 kolem vazby mezi
𝐶𝛼 a 𝐶𝛽. Pokud je tento torzní úhel nulový, leží S v rovině 𝑁,𝐶𝛼, 𝐶𝛽 a vypočte se:
𝑥𝑆 = 𝑥𝐶𝛽 + 𝑑𝐶𝑆 × 𝑣6
kde 𝑑𝐶𝑆 je délka vazby mezi 𝐶𝛽 a S. Vektor 𝑣6 je vypočten jako:
𝑣6 = 𝑛𝑜𝑟𝑚6 × (𝑝× 𝑣1 × 𝑞 × 𝑣5)
kde 𝑛𝑜𝑟𝑚6 je normalizační faktor, 𝑣5 je vektor mezi 𝐶𝛼 a 𝐶𝛽. Konstanty p a q jsou vypočteny
jako:
𝑝 = 𝑐𝑜𝑠(𝜃𝐶𝛽 − 90)/𝑐𝑜𝑠(𝜃𝐶𝛼 − 90)
𝑞 = 𝑠𝑖𝑛(𝜃𝐶𝛽 − 90) + 𝑝× 𝑠𝑖𝑛(𝜃𝐶𝛼 − 90)
𝜃𝐶𝛼 je vazebný úhel 𝑁𝐶𝛼𝐶𝛽 a 𝜃𝐶𝛽 je vazebný úhel 𝐶𝛼𝐶𝛽𝑆. Vše je vidět na obrázku 3.2.
Délka 𝑑𝐶𝑆 byla určena jako 1,81 Å, vazebné úhly 𝜃𝐶𝛼 a 𝜃𝐶𝛽 pak 110∘ a 113,7∘, vzdálenost
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dvou atomů síry můstku 2,03 Å, úhel 𝐶𝛽1𝑆1𝑆2 104∘.
Pokud má torzní úhel 𝜒1 jinou hodnotu než 0, vektor 𝑣5 je rotován kolem 𝑣6 pomocí již
dříve využité rotační matice [R] [12].
Obrázek 3.2: Geometrie torzního úhlu 𝜒1 [12].
Výběr potenciálních reziduí k vytvoření vazby
Potenciální rezidua, mezi kterými se bude vytvářet vazba, byly vybrány na základě dvou
kritérií. Jednak podle vzdálenosti 𝛽-uhlíků obou reziduí a poté 𝛽-uhlíku prvního rezidua
a atomu síry druhého. Kombinace těchto vzdáleností a hodnot torzního úhlu 𝜒1 nám pak
dává 9 možných konformací [12].
Minimalizace energie
K získání nejlepšího kompromisu mezi energií natahování vazeb, energií ohýbání vazeb a
energií torzních úhlů, byla použita procedura minimalizace energie při dané konformaci di-
sulfidického můstku [12].
3.2 MODIP
MODIP je online dostupný nástroj na hledání vhodných pozic disulfidických můstků z roku
1989. Podobně jako SSBond je založen na geometrických vlastnostech a hledá disulfidické
můstky tak, aby byly na stereochemicky optimálních pozicích.
Vstupem algoritmu jsou souřadnice 𝛼 a 𝛽 uhlíku z PDB. Na základě známých vzdále-
ností 𝛼 a 𝛽 uhlíku, 𝛽 uhlíku a síry a dvou atomů síry jsou vypočteny vzdálenosti 𝛼 a 𝛽
uhlíku od síry.
Postupně se hledají pozice atomů síry. Pro atom síry v prvním reziduu platí, že leží na
třech kulových plochách - první má poloměr |𝐶𝛽𝑆| a střed 𝐶𝛽, druhá poloměr |𝐶𝛼𝑆| a střed
𝐶𝛼 a poloměr třetího se rovná vzdálenost síry od 𝛽-uhlíku druhého rezidua a střed 𝛽-uhlík
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druhého rezidua. Tyto kulové plochy se buď neprotnou a síru tak není možné umístit, nebo
mají vzácně 1 průsečík nebo nejčastěji 2 a tudíž dvě možnosti umístění síry. V druhém
reziduu můžeme taktéž mít až 2 možnosti a celkově nám to tak dává 4 možnosti vytvoření
disulfidického můstku. Pro všechny tyto možnosti jsou vypočteny vzdálenosti atomů síry a
torzní úhly a je provedena jejich evaluace.
Algoritmus pracuje v následujících krocích: po zadání známých souřadnic atomů se
vyberou rezidua, která mají vzdálenost 𝛼-uhlíků do 6,5 Å a 𝛽-uhlíků do 4,5 Å. Poté se vy-
počtou až 4 možné pozice atomů síry tvořících disulfidický můstek a vypočtou se parametry
tohoto můstku. Na základě těchto parametrů dojde ke klasifikaci do tří tříd. Třída A zna-
mená ideální konformaci (přirozené disulfidické můstky), třída B přípustnou konformaci a
třída C případ, kdy jsou rezidua sice dostatečně blízko, ale disulfidický můstek mezi nimi
vytvořit nelze [17].
V roce 2003 byl nástroj MODIP upraven. Změnila se kritéria pro selekci a evaluaci a
byla použita větší databáze proteinů pro testování. Kromě stereochemických kritérií byla
použita také kritéria sterická, vzal se v potaz sterický efekt, který brání molekulám v inter-
akci, pokud jsou příliš blízko u sebe. Kvůli sterické zábraně jsou někdy disulfidické můstky
destabilizující, a tak bylo třeba vyloučit stereochemicky přípustné a stericky nepřípustné
páry reziduí.
Ohodnocení bylo také změněno s ohledem na sterické kritérium. Třídám A, B, C byly
přiřazeny hodnoty 10, 8 a 5. K těmto hodnotám byla dále připočítávána penalizace za po-
zitivní energii nevazebných interakcí (sterické kritérium) [8].
3.3 Pairwise
V roce 2000 vznikl nástroj Pairwise. Tento nástroj využívá pro evaluaci disulfidických
můstků metody založené na struktuře. Byly provedeny experimenty testující sílu vazeb,
zkoumal se energetický efekt zavedení nové vazby (efekt zavedení cysteinů, který je třeba
minimalizovat a efekt vytvoření disulfidických můstků oxidací, který je třeba maximalizo-
vat) a termodynamický cyklus.
Pro vytváření disulfidických můstků byly vybírány páry reziduí, které byly od sebe vzdá-
leny alespoň 5 reziduí, byly v kontaktu natolik, aby mezi nimi působily van der Waalsovy
síly a byla splněna podmínka:
|𝐶𝛽1 − 𝐶𝛽2 | < 𝑑𝑚𝑎𝑥1 + 𝑑𝑚𝑎𝑥2 + 3
kde 𝑑𝑚𝑎𝑥 je nejdelší vzdálenost 𝛽-uhlíku od jiného atomu rezidua. Poté byly hledány pozice
disulfidických můstků na základě geometrických vlastností [6].
3.4 Disulfide by design
Nástroj Disulfide by design je rovněž z roku 2000. Také v tomto nástroji jsou využity ge-
ometrické vlastnosti, vybírá se na základě potenciálové funkce. Pro vytvoření můstků jsou
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vybírány rezidua do vzdálenosti 6,4 Å.
Predikce disulfidických můstků je založena na tom, že máme atomy kostry a 𝛽-uhlíky.
Délky vazeb mezi 𝛽-uhlíkem a sírou, dvěma atomy síry a velikost úhlu 𝐶𝛽𝑆1𝑆2 jsou fixní.
Atom síry je pak rotován kolem osy mezi 𝛽-uhlíky obou reziduí. Je vybírána energeticky
nejvýhodnější možnost. Vypočítávaná energie je funkcí torzního úhlu [9].
V roce 2013 byl pak tento nástroj vylepšen. Kromě geometrických vlastností bylo bráno
v potaz, že stabilizující disulfidické můstky jsou v regionech s velkou flexibilitou. Byl zo-
hledněn B-faktor udávající míru dynamické mobility a vybrány 4 místa s nejlepším B-
faktorem [7].
Starší verze tohoto nástroje je na požádání přístupná offline, nová verze pak online.
3.5 BridgeD
BridgeD je nástroj pro predikci pozic stabilizujících disulfidických můstků z roku 2006. Cí-
lem tohoto nástroje bylo zkombinovat využití jak geometrických, tak energetických kritérií
a zároveň brát v potaz i flexibilní místa v proteinu.
Nástroj byl testován na 1673 proteinech a dosahuje přesnosti 99,6 % při predikci pů-
vodně existujících disulfidických můstků (kde byly pro účely testování nástroje cysteiny
tvořící disulfidický můstek zmutovány na alaniny).
Při predikci se nejdřív vyberou vhodné dvojice reziduí. Tento výběr se provádí na základě
vzdálenosti, která musí být nejvýše 5,05 Å. Zároveň musí mít dvojice reziduí mezi sebou
alespoň dvě další rezidua v primární struktuře. Poté se nahradí tyto rezidua cysteiny, pro-
vede se optimalizace postranního řetězce. Toto se provádí jednak na základě geometrických
vlastností, s využitím rotameru, jednak se používá algoritmus minimalizace energie [15].
3.6 Kombinace přístupu založeného na struktuře a genetic-
kého algoritmu (Salam, 2014 [16])
Další přístup kombinuje strukturální vlastnosti a genetický algoritmus. Tento přístup popi-
suje N. K. Salam v práci z roku 2014 [16]. Disulfidické můstky jsou navrhovány na základě
vzdálenosti, geometrie a energie nevazebných interakcí.
K tréninku a testování tohoto algoritmu byly použity dvě datové sady. První datová
sada obsahuje 75 proteinů obsahujících nativní disulfidické můstky. Pro účely testování
jsou tyto můstky odstraněny a cysteiny je tvořící jsou zmutovány na alaniny. Druhá datová
sada obsahuje 13 proteinů, ve kterých byly disulfidické můstky vytvořeny uměle.
Pro predikci disulfidických můstků byla nejdříve vybrána rezidua jakožto potenciální
disulfidy, tato rezidua musela mít 𝛽-uhlíky vzdálené maximálně 5 Å. Byla zmutována na
cystein a rotována do co nejvýhodnější pozice. Při minimalizace energie se braly v potaz
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buď pouze 2 cysteiny, nebo kromě nich i 2 rezidua na obou stranách nebo všechna rezidua
do vzdálenosti 5 Å od síry.
Poté byl použit genetický algoritmus. Byla vytvořena skórovací funkce jakožto vážený
součet několika koeficientů. Váhy byly poté určeny pomocí genetické optimalizace. Byla
minimalizována funkce:
𝐹 (𝑊 ) =
𝑁𝑇𝑅𝐴𝐼𝑁∑︁
𝑖=1
𝑁𝐶𝐿𝑂𝑆𝐸(𝑖)∑︁
𝑗=1
𝑅(𝑆(𝑊 ))𝑋𝑅𝐴𝑌
𝑅(𝑆(𝑊 ))𝑋𝑅𝐴𝑌 je predikované pořadí ohodnocení, relativní ke všem disulfidům, pro protein
i a NCLOSE(i) v závislosti na energetické funkci S(W). NTTRAIN je velikost tréninkové
datové sady.
První datová sada byla náhodně rozdělena na trénovací a testovací data. Poté byla op-
timalizace genetickým algoritmem spuštěna padesátkrát, pokaždé s jiným semínkem pro
generování náhodných čísel (měnilo se rozdělení na trénovací a testovací data i samotný
průchod algoritmem). V rámci genetického algoritmu byla vytvořena populace o 200 čle-
nech a 1000 generacích, byly použity chromozomy se 7 segmenty a délkou segmentu 5,
pravděpodobnost křížení byla 0,85, pravděpodobnost mutace 0,5. Byla použita uniformní
variable state mutace a pro vytváření nové populace algoritmus steady-state-replace-worst.
Pomocí tohoto algoritmu byly identifikovány vhodné mutace. Algoritmus byl postupně
vylepšován, skórovací funkce upravována. K ohodnocení struktury se použily molekulární
metody, byly zahrnuty další skórovací podmínky odvozené z analýzy vazby a určeny vhodné
relativní váhy pro podmínky. Skórovací funkce byla zkombinována s rozhodovacím stromem.
Poté se provedla validace nalezeného řešení na druhé datové sadě [16].
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Kapitola 4
Návrh a implementace
Na obrázku 4.1 je schéma nástroje. Vstupem nástroje jsou soubory .pdb s daty o zpra-
covávaném proteinu. Tento soubor je načten a jsou z něj uloženy relevantní informace.
Poté jsou vybrány vhodné dvojice reziduí k vytvoření disulfidického můstku. Tento výběr
je proveden na základě vzdálenosti. Vzdálenost alfa uhlíků reziduí může být nejvýše 6,5
Å a vzdálenost beta uhlíků nejvýše 4,5 Å. Tyto vzdálenosti byly převzaty z [17]. Dále
jsou vyloučeny dvojice reziduí sousedících v rámci primární struktury, protože vytvářet di-
sulfidické můstky mezi takovými rezidui by nemělo smysl a žádný vliv na stabilitu proteinu.
V případě, že v reziduu není nativně beta uhlík, je pozice tohoto uhlíku vypočtena na
základě geometrických vlastností. Poté jsou dopočítány souřadnice atomů síry tvořících di-
sulfidický můstek, rovněž na základě geometrických vlastností. Většinou je v rámci jedné
dvojice reziduí více možností pro vhodné umístění atomů síry. Po výpočtu těchto pozic je
dále provedena kontrola, zda nově přidaný atom nekoliduje s jinými atomy v rámci pro-
teinu. V případě, že ano, je tato pozice dále vyloučena.
Poté je provedeno vyhodnocení vytvořených disulfidických můstků. Toto hodnocení
je založeno jednak na geometrických vlastnostech vazby, její délce a příslušných torzních
úhlech a také na B faktoru v místech přidání disulfidického můstku. Je vytvořen výstupní
soubor ve formátu csv, který obsahuje všechny vytvořené disulfidické můstky, jejich para-
metry a výše zmíněné hodnocení, záznamy jsou seřazeny právě podle tohoto hodnocení.
Na základě tohoto výstupu je pak možné výsledek vizualizovat. Jednak je možné zobra-
zit všechny dvojice reziduí tvořící potenciální disulfidický můstek a poté je možné pro jednu
vybranou dvojici přímo zobrazit výslednou podobu proteinu po provedení mutace. Dále je
výstupem i pdb soubor se zmutovaným proteinem.
Nástroj byl implementován v programovacím jazyce Python. K vizualizaci výsledků byl
využit nástroj PyMol.
4.1 Zpracování vstupu
Jako vstup slouží soubory s informacemi o daném proteinu v pdb formátu. Soubor je pro-
cházen po řádcích a na základě klíčových slov označujících záznam na začátcích řádků jsou
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Obrázek 4.1: Schéma nástroje.
ukládány relevantní informace. Protože jde o informace o jednotlivých atomech proteinu,
ukládají se data pod klíčovým slovem ATOM.
Informace se ukládají do seznamu obsahující záznam pro každé reziduum daného pro-
teinu. Tento záznam pro reziduum je datového typu slovník, aby se dalo později k informa-
cích snadno přistupovat.
Pro každé reziduum je uloženo jeho pořadové číslo a název. Poté jsou uloženy souřadnice
relevantních atomů ve formě tříprvkového seznamu. Atomy, které jsou pro nástroj relevantní
jsou alfa uhlík, uhlík ze skupiny -COOH, dusík a beta uhlík, pokud se v daném reziduu
nachází.
4.2 Generování souřadnic beta uhlíků
Pro rezidua, které prošly filtrováním na základě vzdálenosti jejich alfa uhlíků, je potřeba
znát souřadnice beta uhlíků jednak pro další filtrování a také pro výpočet souřadnic atomů
27
síry. V případě reziduí, které nativně beta uhlík nemají, jsou souřadnice tohoto atomu do-
počítány. Toto generování souřadnic je provedeno na základě geometrických vlastností, jak
bylo popsáno v [12].
Nejdříve jsou vypočteny vektory 𝑣1 =
−−→
𝐶𝛼𝐶 a 𝑣2 =
−−−→
𝐶𝛼𝑁 . Poté je vypočten vektor 𝑣4 jako
opačný vektor k součtu vektorů 𝑣1 a 𝑣2. Veškeré vektory jsou normalizovány, to znamená,
že je každá složka vektoru vydělena jeho velikostí.
Dále je třeba vypočíst vektor 𝑣3, který dále bude použit pro rotaci. Tento vektor je
vektor z N do C posunutý tak, aby byl jeho počátek alfa uhlík. Proto je třeba nejdříve
vypočíst vektor posunutí, což je vektor −−−→𝑁𝐶𝛼. Poté je o tento vektor posunut atom C (což
znamená sečtení jednotlivých složek vektoru a souřadnic atomu) a vektor 𝑣3 vypočten jako
vektor z alfa uhlíku do tohoto posunutého atomu.
Poté je vytvořena rotační matice kolem vektoru 𝑣3 o úhel 53.2∘, tato hodnota byla
převzata z [12]. Tato rotační matice vypadá následovně:
𝑅 =
⎛⎝ 𝑐𝑜𝑠𝜃 + 𝑣23𝑥(1− 𝑐𝑜𝑠𝜃) 𝑣3𝑥𝑣3𝑦(1− 𝑐𝑜𝑠𝜃)− 𝑣3𝑧𝑠𝑖𝑛𝜃 𝑣3𝑥𝑣3𝑧(1− 𝑐𝑜𝑠𝜃) + 𝑣3𝑦𝑠𝑖𝑛𝜃𝑣3𝑥𝑣3𝑧(1− 𝑐𝑜𝑠𝜃) + 𝑣3𝑦𝑠𝑖𝑛𝜃 𝑐𝑜𝑠𝜃 + 𝑣23𝑦(1− 𝑐𝑜𝑠𝜃) 𝑣3𝑦𝑣3𝑧(1− 𝑐𝑜𝑠𝜃)− 𝑣3𝑥𝑠𝑖𝑛𝜃
𝑣3𝑧𝑣3𝑥(1− 𝑐𝑜𝑠𝜃)− 𝑣3𝑦𝑠𝑖𝑛𝜃 𝑣3𝑧𝑣3𝑦(1− 𝑐𝑜𝑠𝜃) + 𝑣3𝑥𝑠𝑖𝑛𝜃 𝑐𝑜𝑠𝜃 + 𝑣23𝑧(1− 𝑐𝑜𝑠𝜃)
⎞⎠
kde 𝜃 je označení úhlu, o který se rotuje.
S využitím této rotační matice a vypočteného vektoru 𝑣4 je poté vypočtena pozice beta
uhlíku jako 𝑥𝐶𝛽 = 𝑥𝐶𝛼 + 𝑑𝑐𝑐 × [𝑅] × 𝑣4, kde 𝑑𝑐𝑐 je vzdálenost alfa a beta uhlíku, která je
podle [12] určena jako 1,532 Å.
4.3 Generování souřadnic atomů síry
Po vygenerování souřadnic beta uhlíků a výběru vhodných dvojic reziduí na základě vzdále-
nosti následuje vygenerování souřadnic atomů síry, aby mezi těmito rezidui mohly vzniknout
disulfidické můstky. Toto generování je opět založeno na [12].
Pozice atomu síry daného rezidua závisí na hodnotě torzního úhlu 𝜒1, což je úhel tvo-
řený atomy 𝑁 , 𝐶𝛼, 𝐶𝛽, 𝑆. Jsou vypočteny a normalizovány vektory 𝑣1 =
−−→
𝐶𝛼𝐶 a 𝑣5 =
−−−→
𝐶𝛼𝐶𝛽
a parametry p a q, jejichž výpočet byl popsán v kapitole 3.1. V závislosti na těchto para-
metrech a vektorech 𝑣1 a 𝑣5 je poté vypočten vektor 𝑣6. Pokud torzní úhel 𝜒1 není nulový,
je provedena rotace vektoru 𝑣6 kolem vektoru 𝑣5 o úhel 𝜒1, k tomu je opět využita rotační
matice. Pozice atomu síry se potom vypočte 𝑥𝑆 = 𝑥𝐶𝛽 + 𝑑𝐶𝑆 × 𝑣6. 𝑑𝐶𝑆 je vzdálenost beta
uhlíku a síry, podle [12] je optimální vzdálenost 1,81 Å.
Aby bylo možné provést tento výpočet, je třeba nejdříve znát torzní úhel 𝜒1. V [12]
je uvedena ideální vzdálenost atomu síry od beta uhlíku druhého rezidua páru 3,03 Å. To
znamená, že atom síry musí být na kulové ploše se středem v beta uhlíku a poloměrem 3,03
Å. Zároveň leží na kružnici, která vznikne rotací podle výše zmíněné rotační matice, tedy
kolem osy tvořené alfa a beta uhlíkem.
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Úhel 𝜒1 je tedy postupně navyšován po 0,1∘ od 0∘ do 360∘. Pro každou hodnotu úhlu
𝜒1 je tedy vygenerována pozice atomu síry a poté je porovnána s přesností na 2 desetinná
místa vzdálenost tohoto vygenerovaného atomu od beta uhlíku druhého rezidua páru. Po-
kud je vzdálenost vyhovující, je příslušný úhel 𝜒1 přidán do seznamu vhodných úhlů pro
dané reziduum.
Protože porovnání vzdálenosti je provedeno se zaokrouhlením, a tudíž s jistou tolerancí,
často je přípustných více hodnost úhlu 𝜒1, které jsou si velmi blízké. Výsledek je tedy téměř
totožný a tímto způsobem je vygenerováno příliš mnoho možností. Proto jsou právě vyhovu-
jící úhly 𝜒1 ukládány do seznamu a nejsou hned použity ke generování atomů síry. Seznam
vyhovujících úhlu je poté zkontrolován, a pokud obsahuje posloupnost po sobě jdoucích
úhlů 𝜒1 lišících se nejvýše o 0,5∘, nahradí tyto hodnoty jejich aritmetickým průměrem.
Totéž je poté provedeno pro druhé reziduum páru. Poté jsou vygenerovány vhodné po-
zice atomů síry. Pro každé reziduum může být více možností, protože může vyhovovat více
hodnot úhlu (jak bylo zmíněno výše, atom síry leží na průsečíku kulové plochy a kružnice).
Proto jsou použity všechny kombinace souřadnic prvního a druhého atomu síry, celkově
tam pro jeden pár reziduí vznikne více možných potenciálních disulfidických můstků.
4.4 Kontrola kolizí
Po vygenerování atomů síry tvořících potenciální disulfidický můstek je třeba ověřit, jestli
tyto atomy nejsou v kolizi s jinými již existujícími atomy proteinu. Protože s kostrou rezi-
duí se nijak nemanipuluje, pouze se přidávají atomy do postranního řetězce, je třeba pouze
ověřit kolizi těchto přidaných atomů.
Kolizi je možno detekovat na základě Van der Waalsova poloměru atomů. Jedná se
o poloměr imaginární kulové plochy kolem atomu. Velikost tohoto poloměru záleží na typu
atomu. Protože nástroj pracuje s proteiny, jsou brány v úvahu atomy uhlíku, vodíku, kys-
líku, dusíku a síry. Hodnoty Van der Waalsových poloměrů těchto atomů byly převzaty
z [4] a jsou zobrazeny v tabulce 4.1.
Atom Van der
Waalsův
poloměr
[Å]
Uhlík 1,7
Vodík 1,2
Kyslík 1,52
Dusík 1,55
Síra 1,8
Tabulka 4.1: Van der Waalsovy poloměry vybraných atomů
Van der Waalsovy poloměry atomů jsou jako konstanty uloženy ve slovníku s atomy
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jako klíči. Pro tuto kontrolu kolizí je také třeba znát pozice všech atomů proteinu. Proto
jsou tyto pozice ukládány do seznamu společně s Van der Waalsovými poloměry, které jsou
určovány na základě toho, o jaký atom jde.
Po vygenerování pozic atomů síry tvořících potenciální disulfidické můstky se tyto in-
formace využijí ke kontrole kolizí. Každý nově vygenerovaný atom je zkontrolován oproti
existujícím uloženým v seznamu na základě vzdálenosti těchto atomů a součtu jejich Van
der Waalsových poloměrů. Pokud dojde ke kolizi, příslušný potenciální disulfidický můstek
je vyloučen.
4.5 Výpočet B-faktoru
Kromě geometrických vlastností se při výběru vhodných míst pro vytvoření disulfidického
můstku bere v potaz i B-faktor, který určuje flexibilitu oblastí v proteinu. Čím je oblast
proteinu flexibilnější, tím přidání disulfidického můstku do této oblasti více přispívá ke sta-
bilizaci proteinu.
B faktor jednotlivých atomů je v PDB souboru u záznamu atomu jako teplotní faktor.
Podle [7] se B-faktor pro reziduum vypočítá jako průměrný B-faktor atomů páteře a beta
uhlíku, pokud se beta uhlík v reziduu nachází. Tento B-faktor se tedy vypočítává a ukládá
při načítání PDB souboru. Poté se u dvojic reziduí tvořících potenciální disulfidický můstek
vypočte B-faktor této dvojice jako součet B-faktorů těchto reziduí.
4.6 Hodnocení vytvořených disulfidických můstků
Vytvořené disulfidické můstky jsou poté ohodnoceny. Toto hodnocení využívá dvě hlediska,
jednak geometrické vlastnosti vazby a také výše zmíněný B-faktor.
Hodnocení na základě geometrických vlastností bylo převzato z [17]. Na základě délky
disulfidického můstku (𝑟𝑆𝑆) a hodnot torzních úhlů 𝜒1 obou reziduí a 𝜒3 jsou jednotlivé vy-
tvořené potenciální disulfidické můstky rozdělené do tříd A, B, C s tím, že třída A znamená
nejlepší. Torzní úhel 𝜒1 se použije úhel použitý při generování atomu síry, torzní úhel 𝜒3
je dopočítán jako úhel mezi rovinami, to znamená úhel normálových vektorů těchto rovin.
Kritéria rozdělení do tříd vypadají následovně:
A:
(1, 6 ≤ 𝑟𝑆𝑆 ≤ 2.4 𝑎𝑛𝑑 60∘ ≤ |𝜒3| ≤ 120∘) 𝑎𝑛𝑑
(30∘ ≤ |𝜒1𝑖 | ≤ 90∘ 𝑜𝑟 150∘ ≤ |𝜒1𝑖 | ≤ 180∘) 𝑎𝑛𝑑
(30∘ ≤ |𝜒1𝑗 | ≤ 90∘ 𝑜𝑟 150∘ ≤ |𝜒1𝑗 | ≤ 180∘)
B:
(1, 6 ≤ 𝑟𝑆𝑆 ≤ 2.4 𝑎𝑛𝑑 60∘ ≤ |𝜒3| ≤ 120∘) 𝑎𝑛𝑑
(30∘  |𝜒1𝑖 |  90∘ 𝑜𝑟 150∘  |𝜒1𝑖 |  180∘) 𝑜𝑟
(30∘  |𝜒1𝑗 |  90∘ 𝑜𝑟 150∘  |𝜒1𝑗 |  180∘)
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C:
(1, 6  𝑟𝑆𝑆  2.4 𝑎𝑛𝑑 60∘  |𝜒3|  120∘)
K tomuto ohodnocení podle tříd je pak přidáno kritérium B-faktoru. Nejdříve byla tato
kritéria zkombinována tak, že pokud dosahuje dvojice první až čtvrtý nejlepší B-faktor
(podle [17]), je vylepšeno její hodnocení. S různými způsoby ohodnocení a následného řa-
zení bylo poté experimentováno a toto ohodnocování vylepšováno, jak bude popsáno dále.
4.7 Výstup
Výstup je vypisován do formátu csv, jde o seznam dvojic reziduí pro vytvoření disulfidic-
kého můstku včetně jeho dalších parametrů a hodnocení. Výstup je seřazen podle hodnocení.
Nejdříve je řazen podle tříd a v rámci tříd pak podle B-faktoru.
Výsledný csv soubor obsahuje tyto sloupce: pořadové číslo prvního rezidua, pořadové
číslo druhého rezidua, torzní úhel 𝜒1 prvního rezidua, torzní úhel 𝜒1 druhého rezidua, torzní
úhel 𝜒3, délka vazby, souřadnice beta uhlíku prvního rezidua, souřadnice beta uhlíku dru-
hého rezidua, souřadnice síry prvního rezidua, souřadnice síry druhého rezidua, třída A, B,
nebo C, B-faktor, ohodnocení.
Ukázka výstupu části (bez souřadnic generovaných atomů) pro protein 4FTF je v ta-
bulce 4.2. Celý výstup pro tento protein je poté v příloze B v tabulce B.1.
1. res. 2. res. 𝑐ℎ𝑖11 [∘] 𝑐ℎ𝑖12 [∘] 𝑐ℎ𝑖3 [∘] délka [Å] třída B-faktor
53 56 -51.45 -130.81 68.78 1.67 A 32.04
53 56 -51.45 -121.95 65.75 1.87 A 32.04
4 7 -7.35 77.95 94.32 3.99 B 34.89
4 7 -7.35 -69.65 43.22 1.35 B 34.89
4 7 -7.35 -41.45 56.81 1.42 B 34.89
53 56 -51.45 23.45 50.49 4.25 B 32.04
76 79 -83.55 -114.05 81.72 1.81 A 25.43
93 101 -44.95 -71.64 92.99 1.79 A 25.38
93 102 -41.45 -76.19 61.09 1.78 A 24.07
60 64 -15.10 73.15 39.27 4.02 B 28.71
60 64 -15.10 -7.60 33.83 2.01 B 28.71
60 64 -15.10 -54.55 6.41 1.23 B 28.71
34 50 103.00 70.27 84.84 1.55 B 27.45
34 50 103.00 26.50 81.26 1.44 B 27.45
34 50 103.00 103.65 87.97 2.45 B 27.45
54 95 -86.65 144.30 113.88 2.36 B 27.42
20 41 -78.90 -116.45 76.07 1.72 A 20.02
29 36 -21.75 -64.54 66.69 1.79 B 25.38
82 87 83.95 -128.55 87.71 2.27 A 19.13
45 88 143.60 -8.15 106.43 1.68 B 21.15
31
45 88 143.60 -77.50 107.00 1.82 B 21.15
89 106 -33.05 -27.85 67.23 2.21 B 20.92
83 108 -6.35 176.32 71.90 2.32 B 20.90
Tabulka 4.2: Příklad výstupu.
4.8 Vizualizace výsledku
Výsledek byl poté vizualizován pomocí nástroje PyMOL. Byl vytvořen skript pro Pymol
v jazyce Python obsahující dvě funkce. První slouží k zobrazení všech dvojic reziduí, u kte-
rých lze vytvořit potenciální disulfidický můstek (všechny dvojice z výstupního souboru).
Druhá funkce potom pro vybraný disulfidický můstek provede mutaci a zobrazí výsledek.
Funkce showPairs slouží k zobrazení všech nalezených dvojic reziduí, která mohou tvo-
řit disulfidický můstek. Je zobrazen vybraný protein a v rámci něj jsou vytvořeny výběry
pro každou z dvojic. Tyto výběry jsou očíslovány, aby na jejich základě bylo možné zvolit
konkrétní disulfidický můstek k zobrazení a mutaci. Výsledek této funkce pro protein 1ABA
je na obrázku 4.2. Zvýrazněn je zrovna desátý disulfidický můstek, můstek mezi 2. a 31.
reziduem.
Obrázek 4.2: Zobrazení všech párů reziduí.
Druhá funkce CreateBond slouží k vizualizace konkrétní mutace jednoho páru reziduí,
jedním z parametrů této funkce je číslo disulfidického můstku, které odpovídá číslování po-
užitému při vytváření výběrů předchozí funkcí.
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Nejdříve jsou načteny souřadnice přidávaných atomů beta uhlíků a síry ze souboru
s výsledky, který slouží jako vstup pro tuto funkci. Poté jsou uloženy souřadnice stávajících
atomů, které mají být zachovány. Dále je provedena mutace příslušných reziduí na cys-
teiny, k této mutaci je použit mutační průvodce, který je součástí PyMOLu. Po provedení
mutace jsou upraveny souřadnice atomů tak, aby odpovídaly pozicím vygenerovaným ná-
strojem, použity jsou uložené souřadnice stávajících atomů a načtené souřadnice přidaných.
Na závěr jsou ještě upraveny barvy zobrazení, aby byl výsledný disulfidický můstek zvý-
razněn. Výstup je poté uložen jednak do pdb souboru, jednak jako png obrázek. Příklad
výstupu pro disulfidický můstek mezi 2. a 31. reziduem proteinu 1ABA je na obrázku 4.3.
Obrázek 4.3: Vizualizace vytvořeného disulfidického můstku.
4.9 Grafické uživatelské rozhraní
Pro lepší práci s nástrojem bylo kromě výše popsaných skriptů vytvořeno i grafické uži-
vatelské rozhraní, které tyto skripty propojuje. Bylo vytvořeno rovněž v programovacím
jazyku Python, s využitím prostředí tkinter pro grafické rozhraní.
Po načtení vstupního pdb souboru je spuštěn výše popsaný skript pro predikci míst pro
disulfidické můstky. Jeho výstup je poté procházen a zobrazen ve formě tabulky. Dále jsou
spouštěny výše popsané skripty pro PyMOL, které následně provedou vizualizaci.
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4.10 Práce s nástrojem
Práce s nástrojem je možná dvěma způsoby. Buď je možné spouštět samostatně jednotlivé
skripty, nebo použít grafické uživatelské rozhraní.
Spuštění skriptů
Pro predikci vhodných míst pro vytvoření disulfidickýmmůstků slouží skript CreateBonds.py
napsaný v jazyce Python3. Vstupem tohoto skriptu je pdb soubor s proteinem a výstupem
je soubor ve formátu csv s místy pro vytvoření disulfidických můstků a jejich parametry se
strukturou popsanou v kapitole 4.7.
Spuštění tohoto skriptu je ve tvaru:
python CreateBonds.py input.pdb output.csv
kde jednotlivé parametry znamenají:
∙ input.pdb – vstupní soubor s proteinem ve formátu pdb
∙ output.csv – název souboru pro zapsání výstupu
K vizualizaci slouží skript vizualise.py napsaný rovněž v jazyce Python3 a interpre-
tovaný nástrojem PyMOL. Pro jeho spuštění je nutné mít PyMOL nainstalovaný. Spustí se
v PyMOLu pomocí run vizualise.py. Poté je možné v PyMOLu spouštět jeho dvě výše
popsané funkce.
Funkce ShowPairs vybere všechna místa pro disulfidický můstek. Spuštění vypadá ná-
sledovně:
ShowPars("input.csv")
kde parametr input.csv znamená soubor csv s popsanými predikovanými disulfidic-
kými můstky, tedy výstup předchozího skriptu.
Funkce CreateBond zmutuje a vizualizuje vybranou dvojici reziduí:
CreateBond("input.csv",n)
kde jednotlivé parametry znamenají:
∙ input.csv – vstupní csv soubor s disulfidickými můstky, výstup předchozího skriptu
∙ n – index vybraného disulfidického můstku pro vizualizaci, číslování odpovídá funkci
ShowPairs
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Práce s grafickým uživatelským rozhraním
Pro spuštění grafického uživatelského rozhraní je třeba mít nainstalován Python3 a Py-
MOL. Spouští se ve tvaru:
python -m DisulfideBonds.py pymol_path
kde pymol_path je cesta k adresáři, ve kterém je uložen pymol.exe. Po spuštění tímto
způsobem se otevře okno aplikace zobrazené na obrázku 4.4.
Obrázek 4.4: Grafické uživatelské rozhraní.
Pomocí tlačítka Procházet je možné vybrat příslušný pdb soubor. Taky je možné jej
do textového pole zapsat ručně. Tlačítko Spustit slouží je spuštění predikce míst pro di-
sulfidické můstky. Před spuštěním je zkontrolováno, zda byl zadán existující soubor a zda
je tento soubor ve správném formátu. Poté je zobrazena tabulka, ve které jsou vypsány
dvojice reziduí tvořící disulfidický můstek, příslušný torzní úhel 𝜒3, ohodnocení a B-faktor.
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Tlačítko Zobrazit vše slouží k výše popsané vizualizaci všech dvojic, je spuštěn nástroj
PyMOL a v něm jsou dvojice zvýrazněny. Tlačítko Zobrazit vazbu slouží k vizualizaci jedné
vazby, opět je to provedeno přes nástroj PyMOL. Vazba se vybírá prostřednictvím zapsání
jejího indexu do textového pole vedle tlačítka, číslování vazeb odpovídá číslování v zobra-
zené tabulce.
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Kapitola 5
Testování a výsledky
Nástroj byl testován několika způsoby. V první řadě byl testován výběr dvojic reziduí pro
přidání disulfidických můstků. Poté byly testovány parametry těchto můstků, jako jsou
torzní úhly. Nakonec bylo testováno ohodnocení disulfidických můstků.
Testování bylo prováděno jak vzhledem k existujícím disulfidickým můstkům v nativ-
ních a inženýrovaných proteinech, tak k výstupům nástroje Disulfide by Design [7].
5.1 Testovací datová sada
Při vytváření datové sady k testování vytvářeného nástroje jsem se inspirovala v článku [16].
Datová sada se skládá ze dvou částí - proteinů s přirozenými disulfidickými můstky a pro-
teinů vytvořených proteinovým inženýrstvím.
Ke všem vybraným proteinům jsem si z PDB databáze stáhla příslušné PDB soubory, se
kterými budu dále pracovat. Dále jsem vytvořila mysql databázi uchovávající data o těchto
proteinech. Obsahuje čtyři tabulky. Tabulka proteins obsahuje informace o proteinech -
PDB id, název proteinu, sekvenci aminokyselin a označení, jestli se jedná o nativní nebo
umělý protein. Dále jsou v databázi dvě tabulky s informacemi o disulfidických můstcích,
pro každou část datové sady zvlášť, protože v každém případě byly dostupné jiné atributy.
Kromě toho je v databázi ještě tabulka s výstupy nástroje Disulfide by Design [7] pro po-
rovnání těchto výstupů s výstupy vytvářeného nástroje.
V případě první datové sady, nativních proteinů s disulfidickými můstky, je možné in-
formace o můstcích dohledat v databázi PDB, pod klíčovým slovem SSBOND. Dostupné
informace o vazbě jsou jména a čísla obou reziduí a délka vazby, tyto informace jsou uloženy
do databáze. K tomuto přidání informací do databáze je vytvořen skript
AddToDatabaseDataset1.py.
V rámci tohoto skriptu jsou postupně procházeny PDB soubory, které se na základě se-
znamu PDB indentifikátorů stáhnou z databáze PDB. Ze záznamu o disulfidickém můstku
se získají potřebné informace a uloží se do databáze. Dále se získají souřadnice atomů re-
ziduí tvořících disulfidický můstek. Na základě těchto souřadnic jsou následně vypočteny
příslušné torzní úhly 𝜒1, 𝜒2 a 𝜒3 a rovněž uloženy do databáze. Také je zároveň plněna
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tabulka s informacemi o proteinech.
Pro účel testování jsou poté cysteiny tvořící disulfidické můstky zmutovány na alaniny.
Protože cystein a alanin jsou si hodně podobné, liší se jen v tom, že cystein obsahuje na-
víc atom síry, je tato mutace jednoduchá. Stačí tento atom síry odstranit a je zřejmé, že
nedojde k žádným kolizím. K tomuto byl využit skript mute.py, který provedl odstranění
záznamu SSBOND, odstranění řádku týkající se atomu síry příslušných reziduí a změnu
názvu reziduí z cysteinu na alanin. Proteiny patřící do první části datové sady jsou spo-
lečně s některými dalšími parametry v tabulce C.1 v příloze C.
Ve druhé části datové sady jsou proteiny s uměle vytvořenými disulfidickými můstky.
Tyto můstky jsou popsány v práci [8] a odtud jsou také převzaty hodnoty atributů do
databáze. Kromě pozice reziduí, mezi které byly můstky přidány, jsou uvedeny atributy
průměrná přístupnost, stabilita, ∆𝑇𝑚, ∆∆𝐺, přírůstek objemu a délka smyčky.
K přidání této druhé části datové sady do databáze byl vytvořen skript
AddToDatabaseDataset1.py. Stejně jako v předchozím případě byly jednak vkládány zá-
znamy do tabulky s proteiny a jednak poté informace o disulfidických můstcích do tabulky
pro příslušnou část datové sady. Informace o můstcích byly extrahovány z tabulky poskyt-
nuté v [8], informace tam neobsažené, název a sekvence proteinu, byly získány z databáze
PDB. Informace o druhé části datové sady jsou v tabulce C.2 v příloze C.
Při ukládání informací o obou částech datové sady jsou zároveň ukládány příslušné PDB
soubory z databáze PDB, aby tyto soubory dále mohly sloužit jako vstupní data pro testo-
vání a nebylo je potřeba dále stahovat z databáze.
Dále je v databázi tabulka s informacemi o výstupu nástroje Disufide by Design [7]
při zadání proteinů datové sady jako vstupu. V tabulce jsou uvedeny PDB identifikátory
proteinů, pořadová čísla reziduí tvořících disulfidický můstek, torzní úhel 𝜒3. Tyto informace
byly získány využitím volně dostupného nástroje Disulfde by Design, jehož výstupy ve
formátu .csv byly pomocí skriptu vloženy do databáze. Tyto záznamy pak slouží k dalšímu
testování vytvářeného nástroje a porovnání jeho výstupů s výstupy nástroje Disulfide by
Design. Schéma databáze je na obrázku 5.1.
5.2 Testování vybraných dvojic
Nejdříve bylo testováno vybírání dvojic reziduí pro mutaci na cysteiny a následné vytvoření
disulfidického můstku. K tomuto účelu byl použit skript TestPairs.py. Tímto skriptem
je nástroj postupně spouštěn pro každý protein datové sady (postupně pro obě její části).
Poté jsou z databáze přečteny sekvenční čísla reziduí v daném proteinu tvořící disulfidický
můstek. Tento údaj je pak porovnán s výstupem nástroje pro daný protein a je počítáno,
kolik z původních dvojic reziduí tvořících disulfidický můstek je vybráno nástrojem.
Nejdříve bylo prováděno testování nástroje na proteinech první části datové sady, tedy
na preteinech, které obsahují nativní disulfidický můstek a pro účely testování nástroje byly
tyto můstky odstraněny mutací cysteinů na alaniny. Je počítáno, jestli je tento nativní di-
sulfidický můstek nalezen i nástrojem. Poté bylo totéž testováno i oproti proteinům druhé
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Obrázek 5.1: Schéma databáze s testovací datovou sadou.
části datové sady, tedy proteinům s uměle vytvořenými disulfidickými můstky. Další testo-
vání pak proběhlo oproti výsledkům nástroje Disulfide by Design pro obě části datové sady.
Jak vytvořený nástroj, tak Disulfide by Design predikují pro jeden protein více možných di-
sulfidických můstků, proto se zde místo toho, zda byl můstek nalezen, zjišťuje jaké procentu
disulfidických můstků nalezených nástrojem Disulfide by Design je nalezeno i vytvořeným
nástrojem.
První testování bylo provedeno ještě před přidáním filtrování predikovaných disulfi-
dických můstků na základě kolizí, u vytváření párů šlo tedy jen o kritérium založené na
vzdálenosti.
V případě otestování dvojic vybraných nástrojem oproti první části datové sady, tedy
proteinům s nativními disulfidickými můstky, byla dvojice tvořící tento nativní disulfidický
můstek vybrána v 96 % případů. V případě druhé části datové sady, inženýrovaných pro-
teinů, byla shoda průměrně 47 %. Dále bylo porovnáno určování dvojic reziduí i s výstupem
nástroje Disulfide by Design [7]. Pro každý protein datové sady bylo vypočteno procentu-
ální pokrytí výběru dvojic, průměrně byla shoda s Disulfide by Design 82 %.
Další testování bylo provedeno po zavedení filtrování disulfidických můstků na základě
kolizí. Jelikož se přidáním tohoto omezení některé původně vybrané páry vyloučily, procen-
tuální shoda byla v tomto případě nižší.
V případě první části datové sady, nativních disulfidických můstků, byla tato shoda
64 %. U druhé části datové sady to bylo 44 %. V případě porovnání výsledků s výsledkem
nástroje Disulfide by Design byla shoda průměrně 62 %.
Nebyly tedy nalezeny všechny disulfidické můstky vyskytující se v proteinu přirozeně
nebo nalezené nástrojem Disulfide by Design. Jelikož se nejdříve dvojice pro vytvoření di-
sulfidických můstků filtrovaly jen na základě vzdálenosti, znamená, že vzdálenost reziduí
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v přirozeých disulfidických můstcích je v některých případě větší než vzdálenost použitá ná-
strojem jako maximální přípustná. Přesah od maximální vzdálenosti však není příliš velký
a vyskytuje se jen v 5 případech. Na obrázku 5.2 je znázorněný krabicový graf vzdáleností
alfa uhlíků a beta uhlíků v přirozených disulfidických můstcích. Jde vidět, že ve většině
případě vzdálenost maximum nepřesáhne, jedná se jen o ojedinělé případy.
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Obrázek 5.2: Krabicový graf znázorňující vzdálenosti reziduí v nativních disulfidických
můstcích.
Protože procento shody ještě o něco kleslo po aplikaci kontroly kolizí, znamená to, že
pro některé dvojice reziduí byl predikován disulfidický můstek s odlišnou geometrií, než byla
v případě můstku nativního. Z tohto důvodu došlo v případě predikovaného disulfidického
můstku ke kolizi a byl vyloučen, zatímco v nativním můstku žádná kolize nebyla. To může
bý dáno tím, že nativní disulfidické můstky nemají vždy úplně ideální geometrii, s jakou je
počítáno v nástroji, ale například je tato vazba energeticky výhodná i přesto.
V příloze D je potom shrnuto toto testování v tabulce D.1 pro první část datové sady a
v tabulce D.2 pro druhou část.
5.3 Testování parametrů disulfidických můstků
Další testy byly zaměřeny na parametry disulfidických můstků. Testovány byly torzní úhly,
konkrétně se jednalo o torzní úhly 𝜒1 v obou reziduích páru a torzní úhel 𝜒3. Pro tyto účely
byl vytvořen skript TestAngles.py.
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Tento skript pracuje obdobně jako výše zmíněný skript pro testování vybraných dvojic.
Opět je spouštěn nástroj pro proteiny datové sady a jeho výstup je porovnán s databází.
V tomto případě se však neporovnává jen shoda párů, ale v případě této shody se porov-
návají dané torzní úhly, vypočtou se jejich rozdíly.
Porovnání torzních úhlů bylo nejdříve provedeno oproti nativním disulfidickým můst-
kům, tedy oproti první části datové sady. Poté bylo provedeno opět testování oproti výsled-
kům nástroje Disulfide by Design.
V případě nativních disulfidických můstků byl průměrný rozdíl v torzním úhlu 𝜒1 u prv-
ního rezidua 137,4∘, u druhého 98,81∘ a rozdíl v torzním úhlu 𝜒3 23,28∘. Nejméně se tedy
výsledky liší v torzním úhlu 𝜒3, tedy úhlu mezi dvěma atomy síry disulfidického můstku.
Další údaje jsou v tabulce 5.1. Dále je výsledek testování znázorněn krabicovým grafem na
obrázku refbox1.
𝜒11 𝜒12 𝜒3
Průměr 137,4∘ 98,81∘ 23,28∘
Medián 119,84∘ 81,18∘ 18,18 ∘
Rozptyl 3119,79∘ 56666,45∘ 421,38∘
Směrodatná odchylka 55,86∘ 75,28∘ 20,53∘
Tabulka 5.1: Výsledky porovnání torzních úhlů oproti nativním disulfidickým můstkům
V případě porovnání s výstupy nástroje Disulfide by Design bylo možné srovnávat jen
torzní úhel 𝜒3, protože ostatní torzní úhly výstupy tohoto nástroje nezahrnují. Tento prů-
měrný rozdíl je 91,8∘, tedy znatelně více než v případě nativních disulfidických můstků.
Další údaje o výsledku jsou v tabulce 5.2. Dále je výsledek testování znázorněn krabicovým
grafem na obrázku refbox2.
𝜒3
Průměr 91,8∘
Medián 69,29 ∘
Rozptyl 4863,71∘
Směrodatná odchylka 69,74∘
Tabulka 5.2: Výsledky porovnání torzních úhlů oproti nativním disulfidickým můstkům
5.4 Testování ohodnocení disulfidických můstků
Nakonec bylo testováno ohodnocení vytvořených disulfidických můstků. K tomuto testo-
vání byla použita metrika FRO, fractional rank order podle [16]. FRO se vypočte jako
podíl pořadí disulfidického můstku, který je obsažen v proteinu nativně a celkového počtu
vytvořených disulfidických můstků. To znamená, že pokud například nástroj nalezne 15
různých disulfidických můstků pro jeden protein a můstek, který je v proteinu nativně je
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Obrázek 5.3: Krabicový graf znázorňující výsledek porovnání torzních úhlů s nativními
disulfidickými můstky.
mezi těmito predikovanými disulfidickými můstky co do pořadí třetí, FRO je pak 15 .
Protože vytvářený nástroj často nalezne více možných disufidických můstků pro jeden
pár, a tedy i pro nativní disulfidický můstek může být nalezeno více FRO, je toto FRO
vypočteno pro každou možnost. Poté je jednak FRO pro každý nativní disulfidický můstek
zprůměrováno a jednak je nalezeno nejlepší FRO. Pro každý protein tak poté máme dvě
různé hodnoty FRO. Dále se tyto hodnoty průměrují mezi všemi proteiny pro určení FRO
v rámci celé datové sady.
Metrika FRO byla použita pro nalezení optimálního způsobu ohodnocení vytvořených
disulfidických můstků. Nejdříve je vybráno z první části datové sady 15 proteinů, které tvoří
pro tyto účely trénovací datovou sadu a zjišťovala, jestli tato ohodnocení vylepší FRO.
Tímto způsobem bylo nalezeno optimální ohodnocení a to bylo poté otestováno v rámci
všech proteinů této datové sady.
Postupně byly zkoušeny různé způsoby ohodnocení a vypočítáváno příslušné FRO za
účelem nalezení, který způsob je nejvhodnější, tedy kdy budou nativní disulfidické můstky
nejlépe ohodnoceny. Byly použity tyto způsoby hodnocení:
1. Byla určena třída A, B, nebo C podle podmínek uvedených v kapitole 4.6. V případě
můstků v místech prvního až čtvrtého nejlepšího B-faktoru byla třída vylepšena.
Výsledek byl řazen podle tříd a v rámci tříd podle B-faktoru.
2. Třídám A, B, C bylo po řadě přiřazeno ohodnocení 10, 8 a 5 obdobně jako v [8].
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Obrázek 5.4: Krabicový graf znázorňující výsledek porovnání torzního úhlu 𝜒3 s výsledkem
nástroje Disulfide by Design.
Toto číselné ohodnocení tříd bylo poté sečteno s B-faktorem, čímž vzniklo celkové
ohodnocení vazby. Výsledky byly řazeny na základě tohoto ohodnocení.
3. Třídy byly ohodnoceny stejně jako v předchozím případě. Místo přímé hodnoty B-
faktoru bylo použito ohodnocení na základě pořadí (první měl nejvyšší hodnocení,
poslední nejnižší) a sečtením s ohodnocením třídy bylo vytvořeno celkové ohodnocení,
na jehož základě byly výsledky seřazeny.
4. Obdobně jako v předchozím případě, ale při vytváření celkového ohodnocení měl B-
faktor dvakrát větší váhu než ohodnocení tříd.
5. Obdobně jako v předchozím případě, ale váha B-faktoru byla pětkrát větší.
6. Třídám A, B, C bylo po řadě přiřazeno ohodnocení 3, 2 a 1. Toto ohodnocení bylo
sečteno s ohodnocením B-faktoru a výsledek byl seřazen podle tohoto celkového ohod-
nocení.
7. Obdobně jako v předchozím případě, ale B-faktor měl oproti ohodnocení na základě
tříd dvojnásobnou váhu.
8. Bylo použito vylepšení přiřazení do tříd na základě B-faktoru jako v prvním pří-
padě, současně byly třídy ohodnoceny po řadě hodnotami 3, 2, 1 a toto bylo sečteno
s ohodnocením B-faktoru, podle tohoto výsledného ohodnocení byl výsledek seřazen.
9. Obdobně jako v předchozím případě, ale B-faktor měl dvakrát větší váhu než ohod-
nocní tříd.
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10. Hodnocení na základě tříd bylo opět vylepšeno v případě dobrého B-faktoru a ohod-
noceno číselně jako 3, 2, 1 po řadě pro A, B, C. Pro výsledné ohodnocení se potom
toto hodnocení na základě tříd sečetlo s B-faktorem (přímo jeho hodnotou, ne ohod-
nocením) a výsledek byl seřazen na základě tohoto součtu.
11. Obdobně jako v předchozím případě, ale třídy A, B a C byly po řadě ohodnoceny
jako 10, 8 a 5.
12. Obdobně jako v předchozím případě, ale B-faktor měl dvakrát větší váhu než ohod-
nocení podle tříd.
13. Obdobně jako v předchozím případě, ale B-faktor měl třikrát větší váhu než ohodno-
cení podle tříd.
14. Obdobně jako v předchozím případě, ale B-faktor měl čtyřikrát větší váhu než ohod-
nocení podle tříd.
15. Obdobně jako v předchozím případě, ale B-faktor měl tři a půlkrát větší váhu než
ohodnocení podle tříd.
V tabulce 5.3 jsou výsledky tohoto testování. Pro každý způsob ohodnocení je zde uve-
deno průměrné FRO vypočteno na základě průměrných FRO pro daný disulfidický můstek
a průměrné FRO vypočteno na základě nejlepšího FRO dosaženého pro daný disulfidický
můstek.
FRO
na zá-
kladě
prů-
měru
FRO
na zá-
kladě
nejlep-
šího
1. 0,41 0,27
2. 0,41 0,34
3. 0,42 0,38
4. 0,43 0,4
5. 0,43 0,41
6. 0,43 0,4
7. 0,43 0,41
8. 0,43 0,4
9. 0,43 0,42
10. 0,43 0,39
11. 0,41 0,34
12. 0,39 0,29
13. 0,39 0,27
14. 0,4 0,29
15. 0,4 0,28
Tabulka 5.3: Testování různých způsobů ohodnocení disulfidických můstků.
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Jako nejlepší způsob ohodnocení byl poté vybrán 13. způsob ohodnocení, tedy případ,
kdy B-faktor vylepšuje přiřazení do tříd, třídy jsou ohodnoceny obdobně po řadě 10, 8 a 5
jako v [8], sečteny s hodnotou B-faktoru, který má třikrát větší váhu a na základě tohoto
výsledného ohodnocení je výstup seřazen. Z tohoto tedy vyplývá, že B-faktor má pro kva-
litu predikované disulfidické vazby velký význam (za předpokladu, že nativní disulfidické
můstky jsou ty nejlepší).
Následně bylo toto ohodnocení otestováno na celé první části datové sady, tedy na
všech proteinech s nativními disulfidickými můstky. V tomto případě bylo průměrné FRO
vypočtené na základě průměru jednotlivých FRO pro jeden disulfidický můstek 0,38 a
průměrné FRO vypočtené na základě nejlepšího FRO pro jeden disulfidický můstek 0,47.
V 60 % případů byl nativní disulfidický můstek v první čtvrtině výstupu nástroje seřaze-
ného na základě vybraného ohodnocení.
Tato FRO jsou ve srovnání s [16] horší, ve zmíněné práci dosahují hodnot okolo 0,2.
Tento rozdíl může být způsoben rozdílným způsobem vytváření disulfidických můstků,
v [16] je oproti tomuto nástroji prováděna i minimalizace energie.
Porovnání FRO oproti výstupu nástroje Disulfide by Design nebylo možné provést, pro-
tože výstup tohoto nástroje je seřazen podle pořadí rezidua tvořícího disulfidický můstek
v řetězci a ne podle ohodnocení.
5.5 Výsledné rozdělení do tříd
Jak bylo výše zmíněno, součástí hodnocení výstupu bylo rozdělení do tříd na základě pod-
mínek uvedených v kapitole 4.6, tedy podle geometrických vlastností a s tím, že na toto
rozdělení má poté vliv i B-faktor, který toto přiřazení do tříd může vylepšit.
Průměrné zastoupení tříd v rámci datové sady je 9,34 % disulfidických můstků zařaze-
ných do třídy A, 25,11 % do třídy B a 65,45 % do třídy C. Počty disulfidických můstků
zařazených do jednotlivých tříd jsou uvedeny v tabulce E.1 v příloze E.
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Kapitola 6
Závěr
Tato práce byla věnována problematice stabilizace proteinů a zejména stabilizaci pomocí
predikovaných disulfidických můstků. Byly popsány základní pojmy z této oblasti nutné
k pochopení problematiky – proteiny a jejich struktura a síly působící v nich, stabilizace
proteinů. Z přehledu již existujících nástrojů je zřejmé, že nejčastější přístup k návrhu di-
sulfidických můstků je využití geometrických vlastností, dále se vyskytuje využití rozdílné
flexibility oblastí, tedy B-faktoru a minimalizace energie.
Byl vytvořen nástroj, který k vytváření disulfidických můstků využívá geometrické vlast-
nosti, rezidua vhodná pro vytvoření disulfidického můstku jsou hledána na základě vzdále-
nosti, součástí výběru vhodných disulfidických můstků je i kontrola kolizí. Dále je zahrnut
i B-faktor. Na základě vstupního PDB souboru je vytvořen seznam míst vhodných pro di-
sulfidické můstky včetně jejich parametrů (souřadnic atomů, torzních úhlů, délky vazby)
s ohodnocením kvality daného disulfidického můstku, který je seřazen na základě tohoto
ohodnocení. Výsledek je poté vizualizován s použitím nástroje PyMOL.
Nástroj byl otestován na datové sadě skládající se z proteinů s nativními disulfidickými
můstky i uměle vytvořených proteinů. Výsledky byly porovnávány jak s existujícími disul-
fidickými můstky, tak s jinými nástroji. Bylo testováno vybírání vhodných párů reziduí pro
vytvoření disulfidického můstku, parametry těchto můstků a nalezeno optimální ohodnocení
disulfidických můstků na základě metriky FRO.
Na základě FRO nedosahuje nástroj tak dobrých výsledků jako nástroj využívající kromě
geometrických vlastností i minimalizace energie, nicméně nativní disulfidický můstek je ve
většině případů mezi první čtvrtinou predikovaných disulfidických můstků. Nativní disulfi-
dický můstek je nalezen v 64 % případů, toto procento je vyšší v případě vynechání kontroly
kolizí.
Z hlediska dalšího vývoje by určitě mělo pro nástroj přínos zahrnutí právě výše zmí-
něné minimalizace energie, protože je vidět, že tato minimalizace energie má na výsledek
pozitivní vliv.
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Příloha A
Obsah CD
∙ Text – textová část
– Sources – zdrojové texty technické zprávy
– dp_xsumba00.pdf – textová část ve formátu pdf
∙ Program – programová část
– Dataset – skripty pro vytváření testovací datové sady
– CreateBonds.py – skript pro vytváření disulfidických můstků
– Visualise.py – skript pro visualizaci
– Tests – skripty využité pro testování
– UI – uživatelské rozhraní
* DisulfideBonds.py – nástroj s grafickým uživatelským rozhraním
* Další potřebné skripty
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Příloha B
Ukázka výstupu
1. res. 2. res. 𝜒11 [∘] 𝜒12 [∘] 𝜒3 [∘] délka [Å] třída B-faktor
53 56 -51.45 -130.81 68.78 1.67 A 32.04
53 56 -51.45 -121.95 65.75 1.87 A 32.04
4 7 -7.35 77.95 94.32 3.99 B 34.89
4 7 -7.35 -69.65 43.22 1.35 B 34.89
4 7 -7.35 -41.45 56.81 1.42 B 34.89
53 56 -51.45 23.45 50.49 4.25 B 32.04
76 79 -83.55 -114.05 81.72 1.81 A 25.43
93 101 -44.95 -71.64 92.99 1.79 A 25.38
93 102 -41.45 -76.19 61.09 1.78 A 24.07
60 64 -15.10 73.15 39.27 4.02 B 28.71
60 64 -15.10 -7.60 33.83 2.01 B 28.71
60 64 -15.10 -54.55 6.41 1.23 B 28.71
34 50 103.00 70.27 84.84 1.55 B 27.45
34 50 103.00 26.50 81.26 1.44 B 27.45
34 50 103.00 103.65 87.97 2.45 B 27.45
54 95 -86.65 144.30 113.88 2.36 B 27.42
20 41 -78.90 -116.45 76.07 1.72 A 20.02
29 36 -21.75 -64.54 66.69 1.79 B 25.38
82 87 83.95 -128.55 87.71 2.27 A 19.13
45 88 143.60 -8.15 106.43 1.68 B 21.15
45 88 143.60 -77.50 107.00 1.82 B 21.15
89 106 -33.05 -27.85 67.23 2.21 B 20.92
83 108 -6.35 176.32 71.90 2.32 B 20.90
83 108 -6.35 163.35 65.81 2.04 B 20.90
16 41 -28.10 46.85 78.85 1.66 B 18.71
54 95 -86.65 156.59 119.73 2.64 C 27.42
54 95 -86.65 -159.40 128.98 3.54 C 27.42
76 79 -83.55 12.35 124.32 3.15 C 25.43
93 101 -44.95 18.90 92.28 2.68 C 25.38
93 101 -44.95 -23.80 60.53 1.59 C 25.38
29 36 -21.75 -25.95 102.29 2.75 C 25.38
29 36 -21.75 -105.65 67.54 1.33 C 25.38
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93 102 -41.45 -43.40 69.22 2.46 C 24.07
93 102 -41.45 -118.75 46.71 2.02 C 24.07
38 49 -33.60 -92.75 56.56 1.76 C 23.15
38 49 -33.60 -47.55 99.91 3.01 C 23.15
38 49 -33.60 -127.30 11.60 1.29 C 23.15
45 88 143.60 143.60 137.76 4.24 C 21.15
45 88 143.60 118.25 121.98 4.17 C 21.15
23 39 -88.45 34.85 43.45 2.22 C 20.95
23 39 -88.45 -88.45 120.12 2.93 C 20.95
89 106 -33.05 -88.00 60.55 1.35 C 20.92
89 106 -33.05 -60.01 64.80 1.49 C 20.92
83 108 -6.35 63.05 27.82 3.24 C 20.90
20 41 -78.90 -121.68 75.24 1.59 C 20.02
82 87 83.95 83.95 42.15 3.25 C 19.13
82 87 83.95 1.45 54.39 3.10 C 19.13
82 87 83.95 -33.05 60.18 2.83 C 19.13
12 44 -44.55 78.45 124.38 2.79 C 18.82
12 44 -44.55 177.25 16.33 1.61 C 18.82
12 44 -44.55 -154.46 27.36 2.38 C 18.82
16 41 -28.10 144.75 107.58 2.65 C 18.71
Tabulka B.1: Příklad výstupu.
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Příloha C
Datová sada
PDB id 1. residuum 2. residuum Délka vazby[Å] 𝜒3 [∘]
1ABA 14 17 2,05 50,769
1GV9 198 238 2,04 55,17
1LF7 76 168 2,04 124,737
1T2J 22 92 2,06 63,01
1UNR 60 77 2 98,139
1VHU 111 154 2,03 86,937
1WCU 63 141 2,07 83,934
1XT5 26 109 2,04 42,033
1ZK5 53 110 2,04 67,344
2A6Y 151 185 2,05 63,654
2I4A 32 35 2,31 149,582
2P39 95 113 2,34 115,107
2PY0 129 142 2,02 113,808
3HNB 2174 2326 2,03 96,113
3L4R 64 157 2,02 36,645
1DYQ 96 106 2,11 123,006
1KNG 92 95 2,04 36,463
1LJU 82 89 2,05 123,089
1M40 77 123 2,07 55,95
1MF7 128 318 2,03 89,988
1MJN 161 299 2,08 122,428
1NKO 46 106 2 62,915
1OAL 52 147 2,04 65,79
1OLR 6 35 2,02 42,412
1P3C 32 48 2,03 92,112
1QGV 38 79 2,05 72,678
1QK8 40 43 2,09 44,814
1R26 30 33 2,66 139,442
1RIE 144 160 2,03 72,404
1SHU 39 218 2,06 85,018
1T2I 7 96 2,03 40,644
1XBU 245 250 2,12 46,348
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1Y9L 69 95 2,06 98,635
2A6Z 151 185 2,06 24,244
2AQM 55 150 2,06 75,049
2CE0 67 73 2,09 92,241
2E0Q 64 67 2,18 42,08
2ERF 153 214 2,04 78,606
2FWG 461 464 2,54 23,169
2HSH 32 35 2,05 49,394
2I1U 37 40 2,94 27,259
2ICC 22 94 2,05 91,657
2NWF 134 151 2,04 154,005
2P52 173 239 2,03 26,636
2QO4 80 91 2,03 65,829
2RKQ 48 54 2,09 34,51
2VYO 22 215 2,06 52,185
2XFD 90 101 2,08 40,188
2YXF 25 80 2,02 16,141
3CB9 147 204 2,05 88,91
3E8T 8 15 2 133,56
3EDI 42 198 2,05 86,541
3FSA 3 26 2,07 36,905
3FZ4 10 13 2,22 87,67
3GA4 55 58 2,06 66,73
3GNZ 37 63 2,03 44,868
3GUI 21 142 2,03 91,355
3HZ8 57 60 2,09 64,802
3KFF 64 157 2,15 98,009
3M1W 5 64 2,01 19,975
3O22 89 186 2,04 58,026
3RT2 27 153 2,02 127,467
3RXW 68 237 2,13 65,928
3SEB 93 113 2,03 65,306
3SH4 159 193 2,11 102,621
3T0V 23 88 2,08 30,571
3TPK 22 96 2,06 88,905
3VOR 106 170 2,06 70,843
3ZYP 22 52 2,53 45,722
4EQ8 7 148 2,05 86,021
4F0W 7 148 2,04 79,154
4FH4 77 123 2,08 61,48
4FTF 74 111 2,09 106,687
4HWM 68 124 2,08 124,537
Tabulka C.1: 1. část datové sady
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PDB id 1. residuum 2. residuum Délka smyčky[počet residuí]
2CBA 38 258 220
2CBA 29 197 168
2CBA 60 173 113
1LMB 88 88
1LMB 85 85
4DFR 39 85 46
1SNO 77 118 41
1SNO 79 118 39
1SNO 80 116 36
2LZM 3 97 94
2LZM 21 142 121
2LZM 9 164 155
2LZM 90 122 32
2LZM 127 154 27
1XNB 98 152 54
1XNB 100 148 48
1XNB 179 179
1RNB 43 80 37
1RNB 70 92 22
1RNB 85 102 17
2ST1 26 232 206
9RAT 4 118 114
2RN2 13 44 31
3GLY 246 320 74
3GLY 20 27 7
3GLY 72 471 399
1FG9: 7 69 63
2CI2 22 82 60
Tabulka C.2: 2. část datové sady
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Příloha D
Porovnání výsledků s nativními
můstky a nástrojem Disulfide by
Design
PDB id Počet
nale-
zených
můstků
Počet
nativ-
ních
můstků
Nalezen
nativní
Počet
nale-
zených
Disul-
fide by
Design
Shoda
s Disul-
fide by
Design
1ABA 29 1 NE 7 2
1GV9 101 1 NE 31 3
1LF7 98 1 NE 30 0
1T2J 68 1 NE 15 1
1UNR 82 1 NE 16 1
1VHU 41 1 ANO 15 3
1WCU 124 1 NE 46 4
1XT5 73 1 ANO 23 3
1ZK5 53 1 NE 26 4
2A6Y 45 1 NE 13 2
2I4A 81 1 NE 17 1
2P39 85 1 NE 31 0
2PY0 90 1 NE 27 1
3L4R 33 1 NE 8 0
1DYQ 29 1 NE 0 0
1KNG 40 1 ANO 19 3
1LJU 54 1 NE 0 0
1M40 40 1 NE 11 3
1MF7 49 1 NE 14 3
1MJN 21 1 ANO 5 2
1NKO 60 1 NE 25 3
1OAL 73 1 NE 19 2
1OLR 127 1 NE 40 1
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1P3C 68 1 NE 20 3
1QGV 38 1 NE 9 1
1QK8 74 1 NE 17 0
1R26 120 1 NE 29 2
1RIE 111 1 NE 27 1
1SHU 58 1 NE 25 1
1T2I 19 1 NE 6 1
1XBU 35 1 NE 11 4
1Y9L 98 1 ANO 22 1
2A6Z 32 1 NE 8 0
2AQM 40 1 NE 11 3
2CE0 31 1 NE 6 1
2E0Q 52 1 NE 10 2
2FWG 49 1 NE 24 2
2HSH 61 1 NE 10 2
2I1U 81 1 ANO 25 2
2ICC 37 1 ANO 10 2
2NWF 75 1 NE 11 2
2P52 58 1 NE 16 1
2QO4 70 1 NE 21 1
2RKQ 50 1 ANO 17 2
2XFD 73 1 NE 18 0
2YXF 102 1 NE 20 1
3CB9 60 1 NE 19 2
3E8T 64 1 ANO 17 4
3EDI 45 1 NE 0 0
3FSA 47 1 NE 7 1
3FZ4 98 1 NE 0 0
3GA4 50 1 ANO 16 1
3GNZ 83 1 NE 0 0
3GUI 63 1 NE 18 2
3HZ8 55 1 ANO 16 3
3KFF 69 1 ANO 13 2
3M1W 100 1 ANO 34 2
3O22 80 1 ANO 14 3
3RT2 66 1 NE 16 1
3RXW 137 1 NE 56 1
3SEB 77 1 NE 21 2
3SH4 88 1 NE 22 3
3T0V 63 1 NE 16 3
3TPK 52 1 NE 12 2
3VOR 54 1 NE 26 1
3ZYP 111 1 ANO 30 2
4EQ8 74 1 NE 24 2
4F0W 74 1 NE 26 2
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4FH4 134 1 NE 44 3
4FTF 55 1 ANO 9 2
Tabulka D.1: 1. část datové sady
PDB id Počet
nale-
zených
můstků
Počet
nativ-
ních
můstků
Nalezen
nativní
Počet
nale-
zených
Disul-
fide by
Design
Shoda
s Disul-
fide by
Design
1LMB 0 2 NE 0 0
1RNB 0 3 NE 12 0
1SNO 58 3 NE 19 2
1XNB 84 3 NE 23 1
2CBA 94 3 NE 0 0
2CI2 20 1 ANO 0 0
2LZM 52 5 NE 15 2
2RN2 57 1 NE 24 1
2ST1 116 1 NE 44 2
3GLY 170 3 ANO 60 3
4DFR 126 1 NE 13 1
9RAT 54 1 ANO 14 2
Tabulka D.2: 2. část datové sady
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Příloha E
Rozdělení nalezených
disulfidických můstků do tříd
PDB id A B C PDB id A B C
1ABA 4 10 15 2E0Q 8 10 34
1GV9 11 21 69 2ERF 0 15 34
1LF7 9 23 66 2FWG 9 11 41
1T2J 10 15 43 2HSH 15 19 47
1UNR 9 15 58 2I1U 4 11 22
1VHU 4 12 25 2NWF 7 15 50
1WCU 8 21 95 2P52 8 12 38
1XT5 4 20 46 2QO4 7 14 49
1ZK5 4 14 35 2RKQ 2 20 28
2A6Y 2 17 26 2VYO 8 15 50
2I4A 2 21 58 2XFD 12 18 72
2P39 3 17 65 3CB9 7 11 42
2PY0 7 20 63 3E8T 3 22 39
3HNB 3 13 39 3EDI 11 9 25
3L4R 9 15 9 3FSA 7 10 30
1DYQ 3 12 14 3FZ4 10 18 70
1KNG 5 10 25 3GA4 3 12 35
1LJU 7 11 35 3GNZ 8 15 58
1M40 5 10 22 3GUI 6 18 39
1MF7 4 9 36 3HZ8 4 11 40
1MJN 2 10 9 3KFF 4 21 41
1NKO 8 12 40 3M1W 7 19 70
1OAL 9 10 54 3O22 6 18 56
1OLR 10 21 96 3RT2 6 18 42
1P3C 4 15 49 3RXW 12 28 93
1QGV 0 16 22 3SEB 6 22 49
1QK8 8 20 42 3SH4 10 9 69
1R26 5 20 95 3T0V 5 18 40
1RIE 6 18 84 3TPK 5 11 36
1SHU 4 15 39 3VOR 8 9 37
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1T2I 1 7 11 3ZYP 11 24 76
1XBU 4 12 16 4EQ8 8 13 53
431Y9L 7 17 74 4F0W 4 18 52
2A6Z 1 13 18 4FH4 18 20 96
2AQM 2 12 26 4FTF 7 18 27
2CE0 1 11 19 4HWM 3 13 31
Tabulka E.1: Přiřazení vytvořených disulfidických můstků do
tříd.
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